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Předložená práce se zabývala studiem biodegradability přirozených a modifikovaných 
polyesterů bakteriálního původu a jejich kompozitů. První část práce byla zaměřena na 
studium vlivu struktury PHA granulí na jejich biodegradabilitu pomocí vybraných enzymů  
a vliv fyziologických podmínek na stabilitu PHA. Celkově se zdá, že testovaný polymer, ať 
už v krystalické nebo amorfní formě je rezistentní vůči ataku použitých hydrolytických 
enzymů jako jsou lipáza nebo proteáza a je stabilní v simulovaných fyziologických 
prostředích. Díky tomu je možné uvažovat o využití PHA materiálů v biomedicínských 
aplikacích jako jsou například implantáty, které vyžadující spíše rezistentní materiály. Druhá 
část práce se zabývala mikrobiální degradací modifikovaných PHA materiálů s ohledem na 
jejich možný environmentální dopad. Na biodegradaci byla použita směsná termofilní kultura 
používáná v čističce odpadních vod a bakterie Delftia acidovorans. Byla testována 
biodegradabilita kompozitů obsahujících chlorovaný PHB a PHB fólií modifikovaných 
pomocí plastifikátorů. S rostoucím obsahem chlorovaného materiálu fólie vykazovaly spíše 
inhibiční efekt na růst biomasy obou testovaných kultur. Nejyšší míra degradace byla 
zaznamenána v přitomnosti bakteriální kultury u fólie obsahující 10% chlorovaného PHB 
(31%). Z výsledků lze konstatovat, že důležitým faktorem ovlivňující biodegradabilitu 
materiálů je použitá mikrobiální populace. 
 
ABSTRACT 
 Presented work was focused on biodegradability of bacterial natural and modified 
polyesters and their composites. The first part of the work was focused on study of influence 
of PHA granules structure on their biodegradability using selected enzymes and influence of 
physiological conditions on PHA stability. Overall, tested polymer either in crytalinne or 
amorphous phase seems to be rezistent to attack of seleced hydrolytic enzymes such as  
lipases or proteases and is stable in simulated physiological fluids as well. Because of thies 
results, it is possible to use tested PHA materials in biomedical applications requiring rather 
resistant biomaterials. Second part of the work was focused on microbial degradation of 
modified PHA materials considering their potential environmental impact. Both mixed 
thermophillic culture originaly used in wastewater treatment plant and bacterial strain Delftia 
acidovorans were employed for biodegradation tests. Composites containing chlorine PHB 
and PHB films modified using plasticizers were tested. Films containing chlorine PHB cause 
inhibition of biomass growth to both tested cultures. The highest rate of degradation (31%) 
was observed in presence of bacterial culture with film containing 10% chlorine PHB. The 
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2 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
LDPE    nízko hustotní polyethylen 
PHA     polyhydroxyalkanoáty 
PHASCL    polyhydroxyalkanoáty s krátkou délkou řetězce (3–5 atomů uhlíku) 
PHAMCL    polyhydroxyalkanoáty se střední délkou řetězce (5–16 atomů uhlíku) 
aPHA    umělá amorfní forma PHA 
nPHA    přirozená amorfní forma PHA 
dPHA    krystalická forma PHA 
P4HB    poly(4-hydroxybutyrát) 
P3HB    poly(3-hydroxybutyrát) 
P3HO    poly(3-hydroxyoktanoát) 
P3HV    poly(3-hydroxyvalerát) 
PHBV    poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) 
PHHx    poly(hydroxyhexanoát) 
PEA     poly(ethylen adipát) 
PESU    poly(ethylen succinát) 
PP     polypropylen 
Tg     teplota skelného přechodu 






 Petrochemické plasty jsou již několik desítek let nepostradatelnou součástí běžného života. 
Nachází uplatnění v mnoha odvětvích průmyslu, především v tom obalovém. Velkou mírou 
přispívají ke zkvalitnění našeho života a zlepšení běžného komfortu. Mezi jejich obrovské 
nevýhody ovšem patří výroba z neobnovitelných zdrojů (ropy) a akumulace pevného odpadu, 
vzhledem k jejich velmi špatné likvidaci, kdy odbourání může trvat desítky, ale i stovky let. 
 Momentální snahou je tedy hledat nové, ekologicky šetrné plastické materiály  
s podobnými fyzikálně-chemickými vlastnostmi, které by byly vyráběny z obnovitelných 
zdrojů, jakou jsou škrob, celulóza a rostlinný olej a byly rozložitelné v přirozeném prostředí, 
čímž by nepředstavovaly zátěž pro životní prostředí. 
 Tyto podmínky jsou splňovány především skupinou mikrobiálních polyesterů, tzv. 
polyhydroxyalkanoáty, což jsou polymery syntetizované mikroorganismy sloužící jako 
zásobní zdroj energie a uhlíku v nepříznivých podmínkách, které byly objeveny již v roce 
1926 Lemoignem. Svými materiálovými vlastnostmi jsou velmi podobné izotaktickému 
polypropylenu. Možné aplikace nacházejí PHA v obalovém průmyslu, lékařství  
či zemědělství. Mezi základní vlastnosti těchto polymerů patří zdravotní nezávadnost pro 
lidský organismus, výborné bariérové vlastnosti pro plyny a biodegradabilita. Biodegradabilní 
polymery jsou obecně polymery, u kterých k biodegradaci dochází působením 
mikroorganismů (bakterií, hub, řas) nebo prostředí, nejčastěji kombinací obou těchto faktorů. 
Biodegradace v přírodním prostředí je ovlivněna celou řadou faktorů jako mikrobiální 
populací nacházející se v daném prostředí, teplotou, stupněm vlhkosti, pH, zdrojem živin atd. 
Polyhydroxyalkanoáty jsou biodegradabilní jak za aerobních, tak za anaerobních podmínek, 
kdy dochází k rozkladu materiálu až na CO2 a H2O v aerobních a CH4, CO2 a biomasu  
v anaerobních podmínkách. Biodegradabilita polyhydroxyalkanoátů je v posledních letech 
velmi diskutovaným a zkoumaným tématem. 
 Schopnost degradovat PHA je široce rozšířená mezi bakteriemi a houbami a závisí na 
sekreci specifických extracelulárních PHA depolymeráz (e-PHA depolymeráz), které řadíme 
mezi karboxylesterázy a na fyzikálním stavu polymeru (amorfní nebo krystalický). Tyto 
depolymerázy hydrolyzují ve vodě nerozpustný polymer na ve vodě rozpustné monomery 
a/nebo oligomery.  
 Nevýhodou těchto polymerů je jejich výrobní cena, která je v současné době o poznání 
vyšší než u petrochemických plastů, což momentálně brání jejich širšímu využití. Cena ropy 
ovšem každým rokem stoupá, neboť ji ve světě ubývá a výrobní cena polyhydroxyalkanoátů 
je naopak snižována, z čehož vyplývá, že v brzké době by tento trend již platit nemusel. 
 Cílem práce bylo studium hydrolýzy vybraných typů polyhydroxyalkanoátů za 
kontrolovaných podmínek a posouzení degradability PHA a jejich derivátů pomocí směsné 
termofilní kultury a bakterie Delftia acidovorans, která je charakteristická tím, že je schopná 







4 TEORTICKÁ ČÁST 
4.1 Polyhydroxyalkanoáty (PHA) 
 
 Polyhydroxyalkanoáty (PHA) patří k nejvýznamnějším biologicky syntetizovaným 
biopolymerům. Jedná se o lineární polyestery 3-hydroxykyselin, jejichž hydroxylová skupina 
se vyskytuje především v R konfiguraci, S monomery byly detekovány jen ve vzácných 
případech. Základní struktura vybraných PHA je zobrazena na obrázku 1. PHA jsou 
syntetizovány a ukládány ve formě ve vodě nerozpustných granulí v cytoplazmě buněk celou 
řadou mikroorganismů (G+, G-, ale také archaebakteriemi) jako zásobní zdroj uhlíku  
a energie. Přehled bakteriálních rodů akumulujících PHA je uveden v tabulce 1 [1, 2]. 
 
 
   Obr. 1: Základní struktura vybraných PHA [32] 
 
 Mezi základní vlastnosti PHA patří zdravotní nezávadnost pro lidský organismus, jejich 
výborné bariérové vlastnosti pro plyny a biodegradabilita. PHA jsou složeny z monomerů, 
zodpovědných za jejich fyzikální vlastnosti a ovlivňující také jejich biodegradabilitu. PHA 
mohou být ve formě homopolymerů, ale také kopolymerů nebo heteropolymerů (více druhů 
monomerů) [1]. 
 Podle počtu atomů uhlíku obsažených v monomerech polyesteru se PHA rozdělují na 
PHASCL (krátka délka řetězce, 3–5 atomů uhlíku) a PHAMCL (střední délka řetězce, 6–18 
atomů uhlíku. Mezi nejznámější PHA patří poly(3-hydroxybutyrát) P3HB, který obsahuje ve 
své struktuře opakující se jednotky R-(3HB) a poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) 
P3HB-co-3HV, což je kopolymer dvou monomerů – 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerátu. 
Molekulová hmotnost PHA se pohybuje v rozmezí 2·105–3·106 Da v závislosti na 





Tab. 1: Přehled bakteriálních rodů akumulujících poly(3-hydroxybutyrát) [22] 
Acineetobacter Gamphosphaeria Photobacterium 
Actinomycetes Haemophilus Pseudomonas 
Alcaligenes Halobacterium Rhizobium 
Aphanothece Hypomicrobium Rhdobacter 
Aquaspirillum Lamprocystis Rhodospirillum 
Azospirillum Lampropedia Sphaerotilus 
Azotobacter Leptothrix Spirillum 
Bacillus Methylobacterium Spirulina 
Beggiatoa Methylocystis Streptomyces 
Beijerinckia Methylosinus Syntrophomonas 
Caulobacter Micrococcus Thiobacillus 
Chlorofrexeus Microcoleus Thiocapsa 
Chlorogloea Microcystis Thiocystis 
Chromatium Moraxella Thiodictyon 
Chromobacterium Mycoplana Thiopedia 
Clostridium Nitrobacter Thiosphaera 
Derxia Nitrococcus Vibrio 
Ectothiorhodospira Nocardia Xanthobacter 
Escherichia Oceanospirillum Zoogloea 
Ferrobacillus Paracoccus  
 
4.1.1 Poly(3-hydroxybutyrát) (P3HB) 
 
 Mezi nejznámější a nejlépe prostudovaný PHA patří poly(3-hydroxybutyrát) (P3HB, též 
PHB) který ve své struktuře obsahuje opakující se jednotky kyseliny R-(3HB),  
R-3-hydroxybutyrové. Tento polymer byl použit pro většinu studií této práce. Ve struktuře 
monomeru obsahuje 4 uhlíky, řadí se tedy mezi PHASCL. Obecné schéma PHB je zobrazeno 
na obrázku 2.  
 
 
   Obr. 2: Chemická struktura a) 3-hydroxybutyrové kyseliny, b) poly(3-hydroxybutyrátu) 
 
 PHB se v přírodě vyskytuje ve dvou základních formách lišících se molekulovou  
hmotností, vysokomolekulový a nízkomolekulový. Vysokomolekulový PHB byl poprvé 
objevený Lemoignem v roce 1923 jako produkt biosyntézy určitých druhů bakerií, 
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nízkomolekulový PHB ve formě komplexů byl izolovaný až daleko později Reuschem a spol. 
Nízkomolekulový PHB (120–200 monomerů, 12 000 Da) byl nalezen v celé řadě 
mikroorganismů, rostlin, živočichů a dokonce i u člověka. Nízkomolekulový PHB tvoří 
komplexy s jinými biomakromolekulami jako např. s Ca polyfosfátem nebo proteiny a má 
zpravidla funkci iontového přenašeče v membráně buňky. Vysokomolekulový PHB  
(200,000–3,000,000 Da) byl nalezen především u prokaryot, kde slouží jako zásobní zdroj 
energie a uhlíku [1]. 
 Z makroskopického pohledu je PHB semikrystalický polymer se stupňem krystalinity  
v rozsahu 55–85%. Ortorombická základní krystalická buňka má rozměry a = 0,576 nm,  
b = 1,320 nm, c = 0,596 nm a obsahuje dvě antiparalelně orientované helikální 
makromolekuly. Fyzikální vlastnosti jsou nejčastěji porovnávány se syntetickým 
izotaktickým polypropylenem (iPP). Avšak v porovnání s ním je mnohem tvrdší, křehčí  
a termicky nestabilní. Z těchto důvodů je využití PHB průmyslově silně omezeno. Studium 
tohoto biopolyesteru je tak momentálně zaměřeno na jeho modifikaci a upravení vlastností 
tak, aby vyhovoval i náročnějším aplikacím [1]. 
 
4.1.2 Struktura PHA granulí 
 
 PHA granule se nacházejí v cytoplazmě, přičemž jejich velikost se pohybuje v rozmezí  
0,2–0,5 µm. Tyto granule jsou složeny z největší části z daného polyesteru a mají specifickou 
povrchovou vrstvu, do které jsou zabudovány proteiny zodpovědné za syntézu PHA (PHA 
syntáza), degradaci (PHA depolymeráza), phasiny a další proteiny a také fosfolipidy [2]. 
 Hustota granulí PHB se pohybuje v rozmezí 1,18–1,24 g/cm2, hustota PHAMCL je o něco 
nižší, zhruba 1,05 g/cm2. Granule mohou být obarveny různými barvivy (např. Sudan Black B 
nebo Nile Blue A), což potvrzuje jejich lipidický charakter [11]. Povrchová vrstva může být 
poškozena vystavením různých chemikálií (např. rozpouštědla, detergenty, alkálie) nebo 
fyzikálnímu stresu (zmrazování a rozmrazování, centrifugace) [2, 3]. 
 
  





           Obr. 5: Biochemická struktura PHA granule 
 
4.2 Základní formy (fyzikální stavy) PHA 
 
 PHA in vivo a mimo živé systémy jsou přítomny ve dvou odlišných formách (fyzikálních 
stavech). Pomocí NMR spektrometrie bylo zjištěno, že in vivo jsou molekuly polymeru  
v přirozené, amorfní fázi (nPHA granule) a molekuly jsou mobilní. Po extrakci z buněk nebo 
po lyzi buněk je povrchová vrstva nPHA granulí rychle poškozena a polyesterový řetězec má 
tendenci přijmout spirálovitou konformaci za vzniku krystalické formy. Tento polymer je 
označován jako denaturovaný, krystalický PHA (dPHA). Tato forma polymeru je také 
označována jako extracelulární. Např. extracelulární dPHB je částečně krystalický polymer 
(typický stupeň krystalinity je 50–60%) s amorfní frakcí charakterizovanou teplotou skelného 
přechodu (Tg přibližně 0°C) a krystalickou frakcí, která taje při 170–180°C [7]. 
 Hustoty obou forem se liší, hustota PHB krystalické formy je 1,26 g/cm2 a amorfní formy 
1,18 g/cm
2
. Speciálním případem je tzv. umělá forma PHA (aPHA), která představuje jinou 
formu amorfního PHA a může být připravena rozpuštěním daného polymeru ve vhodném 
rozpouštědle (chloroform) a vytvořením emulze tohoto roztoku s vodným roztokem cholátu, 
oleátu nebo SDS.  Umělá amorfní forma (aPHA) je získána odpařením použitého 
rozpouštědla [7, 9]. Schematické znázornění dvou základních forem PHA a přechod mezi 





     Obr. 6: Přechod mezi amorfní a krystalickou formou PHA 
 
4.3 Materiálové vlastnosti PHA 
 
Poly(3-hydroxybutyrát) je nejběžnějším biologickým polyesterem produkovaným mnoha 
mikroorganismy. Má perfektně izotaktickou strukturu a nachází se pouze v (R)-konfiguraci. 
Molekulová hmotnost PHB produkovaná divokými typy bakterií je obvykle v rozmezí  
1∙104–3∙106 g/mol. Teplota skelného přechodu PHB je okolo 4°C a teplota tání okolo 180°C. 
Hustota krystalického a amorfního PHB je 1,26, resp. 1,18 g/cm3. Mechanické vlastnosti jako 
Youngův modul a pevnost v tahu jsou 3,5 GPa, resp. 43 MPa, které jsou velmi podobné 
izotaktickému polypropylenu. Naopak roztažnost (5%) je v porovnání s polypropylenem 
několikrát nižší (400%) a jeví se jako tužší a křehčí materiál [7, 45, 46]. 
 Inkorporace dalších HA jednotek k (R)-3-hydroxybutyrátu vede ke vzniku PHA 
kopolymerů a celkovému vylepšení jejich fyzikálně-chemických a materiálových vlastností. 
Náhodné kopolymery obsahující (R)-3HB s dalšími HA jednotkami s 3–14 atomy uhlíku  
v řetězci byly naprodukovány mnoha bakteriemi na různých substrátech. Složení PHA 
výrazně ovlivňuje výsledné vlastnosti (např. teplota tání se pohybuje od 50–180°C u různých 
PHA). Najdeme zde vysoce krystalické až elastické polymery, jejichž přesné vlastnosti závisí 
na složení a poměru monomerních jednotek. Studie ukázaly, že biodegradabilita P3HB-co-
3HV byla zhruba 5krát vyšší než biodegradabilita homopolymeru PHB. Monomerní složení 
polymeru tak výrazně ovlivňuje biodegradabilitu polymeru [35, 41, 42]. 
Pro ještě výraznější regulaci fyzikálně-chemických vlastností mohou být vyráběny směsi 
poly(3-hydroxybutyrátu) s dalšími biodegradovatelnými materiály jako jsou poly(ethylen 
oxid), poly(vinyl alkohol), ataktický poly(3-hydroxybutyrát) nebo nebiodegradovatelnými 
plasty jako poly(vinyl acetát), poly(vinyl fenol) atd. Jedná se o směsi strukturálně odlišných 
polymerů. Inkorporace těchto materiálů může vést k výrazné změně jejich vlastností 
(Youngův modul, pevnost v tahu, roztažnost atd). Míchání poly(3-hydroxybutyrátu) P3HB 
nebo poly(3-hydroxybutyrátu-co-3-hydroxyvalerátu) P3HB-co-3HV s dalšími polymery vede 
ke snížení výrobní ceny materiálu a celkovému vylepšení vlastností materiálu [22, 25]. 
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Fyzikální vlastnosti a také biodegradabilita je ovlivněna povahou druhé složky se kterou je 
PHA míchán, zdali je také biodegradovatelný nebo ne, zdali je mísítelný s mikrobiálním 
polyesterem či nikoliv. Zajímavostí je fakt, že aromatické polyestery, které vynikají svými 
výbornými materiálovými vlastnostmi jsou rezistentní k mikrobiální degradaci, narozdíl od 
alifatických polyesterů, které mají naopak materiálové vlastnosti horší na úkor výborné 
biodegradability. Podle nejnovější studie bylo zjištěno, že kombinací aromatických 
a alifatických polyesterů, je možné vytvořit alifaticko-aromatické kopolymery, které mají jak 
dobré materiálové vlastnosti, tak jsou také biodegradabilní [22, 25, 30]. 
Tab. 2: Srovnání fyzikálních vlastností vybraných PHA a syntetických plastů [30] 






P3HB 180 4 40 5 3,5 
P4HB 53 -48 104 1000 149 
P3HB-co-20% 3HV 145 -1 20 50 1,2 
P3HB-co-14% 4HB 150 -7 26 444 - 
P3HB-co-10% 3HHx 127 -1 21 400 - 
P3HB-co-6% 3HA
a
133 -8 17 680 0,2 
LDPE 130 -30 10 620 0,2 
polypropylen 176 -10 34,5 400 1,7 
a
3HA jednotky: 3-hydroxydekanoát (3 mol%), 3-hydroxydodekanoát (3 mol%), 
3-hydroxyoctanoát (<1 mol%), 3-hydroxycis-5-dodekanoát (<1 mol%). 
4.4 Využití PHA v průmyslu 
 Polyhydroxyalkanoáty nacházejí široké uplatnění v průmyslu díky svým unikátním 
vlastnostem jako je jejich biodegradabilita nebo možnost výroby z obnovitelných zdrojů. 
V roce 1990 bylo z celkové spotřeby syntetických plastů použito v obalovém průmyslu okolo 
25% (7,5 miliónů tun). Začalo docházet k hromadění pevného odpadu a proto bylo v roce 
1993 předpovězeno, že poptávka po biodegradabilních plastech v následujících letech značně 
poroste. Momentální nevýhodou je jejich ještě poměrně vysoká cena ve srovnání 
s petrochemickými plasty [34].  
 Jako první byl na trh uveden výrobek společnosti Wella již v dubnu 1990, který byl balený 
v láhvích vyrobený z BiopoluTM, což je směs P3HB a P3HB-co-P3HV. PHA mohou být dále
použity např. k pokrytí papíru nebo lepenky k vytvoření vodě odolné vrstvy (dříve byl 
používán hliník, ale vrstva z něj vytvořená nebyla biodegradabilní). Další uplatnění nacházejí 
ve výrobě fólií, filmů nebo membrán. Díky jejich piezoelektricitě jsou využívány k výrobě 
klávesnic, zapalovačů, akustiky. Pro své výborné bariérové vlastnosti pro plyny nacházejí 
uplatnění v balení potravin či výrobě nápojových láhví [34]. 
 V lékařství našly uplatnění především P3HB, P3HB-co-3HV, P4HB nebo P3HO, 
konkrétně v tkáňovém inženýrství. Jsou využívány jako osteosyntetické materiály, 
chirurgické materiály atd. Jsou užitečné k pomalému uvolňování léků a hormonů. Všechny 
tyto materiály byly testovány ve zvířatech a testy potvrdily, že jsou biokompatibilní. Největší 
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příspěvek mají PHA v kardiovaskulární oblasti (zesílení tepen, perikardiální záplaty, cévní 
štěpy, srdeční chlopně) [12, 44]. 
 Další významné uplatnění PHA je v zemědělství, kde jsou využívány např. ke 
kontrolovanému uvolňování insekticidů nebo herbicidů, které mohou být integrovány do PHA 
materiálu [23]. 
 PHA jsou také používány jako stereospecifické sloučeniny, které mohou sloužit jako 
chirální prekurzory na chemickou syntézu opticky aktivních sloučenin [10]. 
4.5 Biodegradabilita PHA 
 Mezi základní vlastnost polyhydroxyalkanoátů patří jejich degradace za aerobních 
i anaerobních podmínek. Mohou být také hydrolyzovány pomocí specifických enzymů 
(mikrobiálních depolymeráz). Bylo ovšem zjištěno, že esterové vazby některých polyesterů 
mohou být za určitých podmínek štěpeny i jinými enzymy, např. pomocí mikrobiálních lipáz 
(Pseudomonas species nebo Candida cylindracea), což bylo předmětem studií i této práce 
[39, 40, 43]. 
 Biodegradabilní polymery jsou obecně polymery, u kterých k biodegradaci dochází 
působením mikroorganismů (bakterií, hub, řas). Mezi nejběžnější produkty biodegradace patří 
CO2, CH4, mikrobiální buněčné složky a další produkty. Díky této vlastnosti jsou PHA 
považovány jako vhodná, ekologicky šetrná alternativa k polymerům na bázi ropy, jejichž 
rozložitelnost v přírodě je prakticky nemožná. Biodegradace v přírodním prostředí je 
ovlivněna celou řadou faktorů jako mikrobiální populací nacházející se v daném prostředí, 
teplotou, stupněm vlhkosti, pH, zdrojem živin atd. Teplota tání je dalším důležitým faktorem 
ovlivňujícím degradabilitu, s rostoucí teplotou tání biodegradabilita klesá. Neméně důležitým 
faktorem, který ovlivňuje biodegradabilitu je také samotná molekulová hmotnost polyesteru. 
PHA s nižší molekulovou hmotností jsou degradovány snadněji [7, 11, 12, 36].  
 Konkrétní produkty degradace PHA jsou v aerobních podmínkách oxid uhličitý a voda 
a v anaerobních podmínkách je to CH4, CO2 a biomasa. Dochází-li k biodegradaci za 
anaerobních podmínek, stupeň degradace může být charakterizován uvolňováním bioplynu. 
Studie ukázaly, že 85% PHA materiálů bylo degradováno za 7 týdnů. Principielně rozlišujeme 
dva základní typy degradace, extracelulární a intracelulární degradaci PHA [10, 24, 33]. 
4.5.1 Extracelulární degradace PHA 
 Extracelulární degradace je utilizace exogenního PHA pomocí mikroorganismů, které 
nemusí nutně PHA akumulovat jako zásobu uhlíku a energie. Zdrojem tohoto exogenního 
polymeru je PHA uvolněný z mikroorganismů po smrti nebo lyzi buněk. Schopnost 
degradovat PHA je široce rozšířená mezi bakteriemi a houbami a závisí na sekreci 
specifických extracelulárních PHA depolymeráz (e-PHA depolymeráz), které řadíme mezi 
karboxylesterázy a na fyzikálním stavu polymeru (amorfní nebo krystalický). Tyto 
depolymerázy hydrolyzují ve vodě nerozpustný polymer na ve vodě rozpustné monomery 
a/nebo oligomery [3, 5, 6]. 
16 
4.5.1.1 PHA-degradující mikroorganismy 
 Mikroorganismy degradující PHA (jak aerobní, tak anaerobní) byly izolovány z mnoha 
různých přírodních ekosystémů, z půdy, kompostu, sladké i mořské vody či  vzduchu. Jen 
z půdy bylo izolováno 325 druhů mikroorganismů degradujících PHB [3, 7, 31]. Mnoho 
bakterií zřejmě syntetizuje jen jednu e-PHA depolymerázu, zvláštním případem je 
Pseudomonas lemoignei, která syntetizuje nejméně 7 PHA depolymeráz (PhaZ1–PhaZ5). 
Čtyři z nich degradují dPHB, pátá e-PHA depolymeráza je specifická vůči dPHV. Je 
pravděpodobné, že kromě e-PHA depolymeráz specifických vůči dPHA tato bakterie 
syntetizuje také depolymerázu specifickou vůči amorfní formě (nPHA) [29]. Bakterie 
degradující PHA se liší v závislosti na tom, jaký typ polyesteru dokáží degradovat. Většina 
známých bakterií je specifická buď vůči dPHASCL  nebo dPHAMCL. Některé bakterie 
prokazují poněkud širší polyesterovou specifitu a jsou schopny utilizovat velké množství 
polymerů, jak dPHASCL, tak dPHAMCL. Takové bakterie syntetizují více než jednu e-PHA 
depolymerázu, které se liší ve vztahu k substrátové specifitě na dPHASCL  a dPHAMCL [8]. 
Schopnost degradovat PHA materiály není omezena pouze pro bakterie, ale bylo 
identifikováno, také mnoho PHA-degradujících hub [5, 29]. Přehled vybraných dobře 
prostudovaných mikroorganismů syntetizujících extracelulární PHA depolymerázy je uveden 
v tabulce 4. 
Tab. 3: Přehled vybraných mikroorganismů syntetizujících e-PHA deplymerázy 
G
-
 aerobní bakterie 
(PHASCL depolymerázy) 
Alcaligenes faecalis, Comomonas sp., Comomonas 
testosteroni, Pseudomonas lemoignei, Pseudomonas 
Pickettii, Pseudomonas stutzeri 
G
+








 aerobní bakterie 
(PHAMCL depolymerázy) 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas maculicola 
Houby (PHA depolymerázy) 
Amycolatopsis sp., Fusarium solani, Paecilomyces 
lilacinus, Penicillium funiculosum, Penicillium sp. 
4.5.1.2 Biochemické vlastnosti extracelulárních PHA depolymeráz 
 Extracelulární depolymerázy mnoha mikroorganismů byly purifikovány a detailně 
popsány. Většina e-PHA depolymeráz sdílí několik základních charakteristik: 1) Jsou vysoce 
stabilní v širokém rozmezí pH, teplot a iontové síly, jsou vysoce rezistentní a aktivní 
v rozpouštědlech, 2) Mr je poměrně nízká (nižší než 100 kDa, obvykle mezi 40–50 kDa), 
faktem je, že většina depolymeráz se skládá pouze z jednoho polypeptidu, 3) pH optimum je 
v alkalické oblasti (7,5–9,8), vyjímku tvoří depolymerázy Pseudomonas pickettii 
a Penicillium funiculosum, mající pH optimum 5,5, resp. 6,0, 4). Většina dPHA depolymeráz 
je inhibována redukčními činidly a serin esterázovými inhibitory jako jsou 
17 
např. diisopropyl-fluorofosfát nebo acylsulfonylderiváty, 5) a jsou silně afinitní vůči 
hydrofóbním materiálům [3, 8]. 
4.5.1.3 Molekulární biologie PHA depolymeráz 
 Od roku 1989 bylo naklonováno již přes 20 genů kódujících e-PHA depolymerázy z celé 
řady mikroorganismů, především z G- bakterií (např. Delftia acidovorans, Pseudomonas
lemoignei, Alcaligenes faecalis a další), většina specifických vůči PHASCL (především PHB). 
Jediným příkladem klonovaného genu kódujícího PHAMCL depolymerázu je gen 
Pseudomonas fluorescens. Gen kódující hydrolázu oligomerů byl už také úspěšně 
naklonován. V následujících podkapitolách bude detailněji probrána molekulární struktura jak 
PHASCL, tak PHAMCL depolymeráz [3]. 
4.5.1.3.1 Molekulární struktura PHASCL depolymeráz 
 Všechny PHASCL depolymerázy (specifické především vůči PHB) mají strukturu složenou 
z několika charakteristických úseků, sestávající ze 1) signálního peptidu dlouhého 25–37 AK, 
který je štěpen v době průchodu přes cytoplazmatickou membránu signálními peptidázami, 
2) rozsáhlé katalytické oblasti na N-konci, 3) C-koncové substrát vázající oblasti
a 4) spojovacího úseku, který spojuje katalytickou oblast a oblast vázající substrát [3]. 
 Aktivní místo katalytické oblasti je podle všeho tvořeno třemi AK (serin, aspartát 
a histidin). Katalytická oblast dále obsahuje tzv. lipázový box, který je tvořen pentapeptidem 
(Gly-Xaa1-Ser-Xaa2-Gly), kde Xaa1,2 jsou nespecifikované AK, důležitou funkci zde plní 
serin. Atom kyslíku postranního řetězce serinu je nukleofilem napadajícím esterovou vazbu 
a je podporován imidazolovým kruhem histidinu. Pozitivní náboj je stabilizován 
karboxylovou skupinou aspartátu. V závislosti na poloze lipázového boxu jsou PHASCL 
depolymerázy rozdělovány na dva typy, což je znázorněno na obrázku 8. U typu A je lipázový 
box v centru katalytické oblasti, u typu B je přilehlý k N-konci [3]. 
 C-koncová substrát vázající oblast je zodpovědná za adsorpci depolymerázy k danému 
substrátu. PHASCL depolymerázy se vážou především na granule PHB, tato schopnost 
hydrolyzovat PHB je ztracena u tzv. zkrácených enzymů, které postrádají C-koncovou oblast, 
zodpovědnou za navázání daného substrátu. Adsorpce depolymerázy na povrch PHB je 
zprostředkována jednak vodíkovými můstky mezi hydroxylovými skupinami serinu dané 
depolymerázy a karbonylovými skupinami polymeru, tak hydrofóbními interakcemi 
hydrofóbních částí enzymu a methylových skupin polymeru [27]. Schematická ilustrace 
těchto interakcí je zobrazena na obrázku 7. 
 Funkce spojovacího úseku mezi katalytickou oblastí a oblastí vázající substrát je víceméně 
neznámá, je ovšem předpokládáno, že funkce je zachování optimální vzdálenosti mezi 
katalytickou oblastí a substrát vázající oblastí. Tento spojovací úsek je klasifikován do tří 
podskupin na základě podobností k dalším proteinům. U pěti PHB depolymeráz (všechny 
izolované z Pseudomonas lemoignei) se tato oblast skládá ze 40 AK bohatých na threonin. 
U jiných PHASCL depolymeráz je tato oblast nahrazena fibronektinem typu III (Fn3). Fn3 
sekvence byla popsána u mnoha eukryotních extracelulárních proteinů a u mnoha 
prokaryotních proteinů hydrolyzujících polymery (např. chitinázy, celulázy nebo 
glukoamylázy). Fn3 sekvence nebo oblast bohatá na threonin může být nezbytná pro 
flexibilní spojení mezi dvěma již zmíněnými oblastmi. Třetí typ této spojující oblasti se 
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skládá z přibližně 100 AK kadherinové sekvence, která byla popsána u PHB depolymerázy 
Pseudomonas stutzeri [26]. Molekulární struktura extracelulárních PHASCL depolymeráz 
vybraných mikroorganismů je zobrazena na obrázku 8. 
 
 
   Obr. 7: Schematická ilustrace interakcí substrát vázající oblasti a polymerního řetězce 
 
 
              Obr. 8: Molekulární struktura extracelulárních PHASCL depolymeráz [2] 
19 
4.5.1.3.2 Molekulární struktura PHAMCL depolymeráz 
V porovnání s relativně dobře prostudovanými PHASCL depolymerázami bylo do dnešní 
doby popsáno pouze pár PHAMCL depolymeráz. Jedinou purifikovanou a prostudovanou 
depolymerázou na molekulární úrovni je dPHO depolymeráza P. fluorescens GK13, která se 
výrazně liší od PHASCL depolymeráz. Je specifická vůči PHA se střední délkou řetězce a vůči 
rozpustným esterům (např. p-nitrofenylacyl estery se šesti a více atomy uhlíku). PHASCL 
(konkrétně PHB) nejsou tímto enzymem hydrolyzovány. Mezi další mikroorganismy 
produkující tyto depolymerázy patří rod Xanthomonas nebo Pseudomonas P37C. Odvozená 
AK sekvence klonovaného dPHO depolymerázového genu P. fluorescens GK13 byla výrazně 
odlišná s AK sekvencí PHASCL depolymeráz, s vyjímkou krátkých úseků v blízkosti 
lipázového boxu [3]. 
4.5.1.4 Regulace syntézy extracelulárních PHA depolymeráz 
Syntéza depolymeráz je obvykle reprimována v přítomnosti vhodného zdroje uhlíku 
(např. glukóza, organické kyseliny). Po vyčerpání těchto zdrojů nadále k represi syntézy 
nedochází. U některých bakterií dochází k syntéze enzymů až po skončení růstové fáze, aniž 
by byl v médiu přítomen polymer na který je syntetizovaná depolymeráza citlivá. U většiny 
bakterií ovšem dochází k syntéze již v průběhu růstové fáze na dPHA, ale je potlačována na 
sukcinátu. Výjimkou je pak produkce PHASCL depolymeráz Pseudomonas lemoignei, která je 
nejvyšší v průběhu růstové fáze na sukcinátu. Syntéza na sukcinátu je závislá na pH a dochází 
k ní pouze při pH vyšším než 7. Bylo dokázáno, že transport sukcinátu do bakterie je na pH 
také závislý a neprobíhá dobře při pH vyšším než 7. Bakterie tedy při tomto pH hladoví 
a dochází k produkci depolymeráz. Co se týče regulace syntézy PHAMCL depolymeráz, tak je 
podobná jako u PHASCL. Vysoká dPHO depolymerázová aktivita byla pozorována 
u P. fluorescens GK13 již v průběhu růstu. Přítomnost jednoduchých cukrů nebo mastných 
kyselin v médiu syntézu reprimovala [3]. 
4.5.1.5 Produkty extracelulární degradace PHA 
 V závislosti na použité depolymeráze jsou hlavními produkty hydrolýzy monomery 
(v případě depolymeráz Comamonas sp. a S. exfoliatus K10) nebo oligomery (v ostatních 
případech). Tyto koncové produkty jsou rozpustné ve vodě, na rozdíl od samotného 
polymeru. Pokud jsou koncovým produktem hydrolýzy oligomery, tak jsou pomocí 
extracelulárních nebo intracelulárních oligomer hydroláz v druhém kroku hydrolyzovány až 
na monomery [3, 14]. 
 Co se týče enantiomerního složení, PHA depolymerázy jsou specifické vůči 3-HA esterům 
v přirozené (R)-konfiguraci. Polymery nebo oligomery (S)-3HA nebo esterové vazby mezi 
(R)- a (S)-3HA jednotkami nejsou těmito enzymy štěpeny. V případě kopolymerů (R)- 
a (S)-3HA dochází k hydrolýze mezi dvěma sousedními (R)-3HA jednotkami 
např. (R)-(R)-esterové vazby v ataktickém PHB.  Produktem hydrolýzy ataktického PHB jsou 
proto vyšší oligomery v porovnání s produkty hydrolýzy přirozeného PHB se 100% 
(R)-konfigurací [3]. 
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4.5.1.6 Mechanismus štěpení esterových vazeb 
Extracelulární PHA depolymerázy vykazují exo-mechanismus štěpení esterových vazeb, 
kdy dochází ke štěpení především druhé a třetí esterové vazby od hydroxylového konce, 
některé depolymerázy však vykazují i endo-mechanismus štěpení, kdy jsou schopny 
hydrolyzovat cyklické oligomery (např. Alcaligenes faecalis) [2]. 
Stupeň enzymové hydrolýzy je silně závislý na koncentraci depolymerázového enzymu. 
Enzymová degradace PHA materiálu je heterogenní reakce a zahrnuje dva základní kroky, 
adsorpci a hydrolýzu. Prvním krokem je adsorpce enzymu na povrch PHA materiálu pomocí 
substrát vázající oblasti enzymu a druhým krokem je hydrolýza polymerního řetězce pomocí 
aktivního místa katalytické oblasti. Kinetika adsorpce je charakterizována Langmuirovou 
izotermou [37]. Schématický model enzymové hydrolýzy esterových vazeb v polymerním 
řetězci PHA pomocí depolymerázy izolované z Alcaligenes faecalis je zobrazen na obrázku 9. 
Aktivní místo katalytické oblasti rozpoznává jako substrát nejméně tři monomerní jednotky. 
Stupeň enzymové hydrolýzy silně závisí na chemické struktuře druhé a třetí monomerní 
jednotky v polymerním řetězci. Katalytické místo může vázat substrát interakcí 
s karbonylovou skupinou na hydroxylovém zakončení R1 jednotky za účelem pomoci 
hydrolytické reakci druhé esterové vazby s aktivním místem katalytické oblasti. Chemická 
struktura třetí monomerní jednotky R3 může ovlivnit přístupnost esterové vazby k aktivnímu 
místu depolymerázy. Pokud má třetí monomerní jednotka stericky objemný postranní řetězec 
(např. u (R)-3HV nebo (R)-3HHx, má PHA depolymeráza špatný přístup k esterové vazbě 
(stěží atakuje esterovou vazbu). Stupeň hydrolýzy esterových vazeb se snižuje se zvyšující se 
délkou HA jednotek postranního řetězce [2]. 
Obr. 9: Schematický model enzymové hydrolýzy PHA depolymerázou A. faecalis [2] 
 21 
 
4.5.2 Intracelulární degradace 
 
 Intracelulární degradace PHA je obecně aktivní mobilizace (hydrolýza) polymeru 
samotnou PHA akumulující bakterií, není-li přítomen exogenní zdroj uhlíku a je katalyzována 
specifickými enzymy (intracelulárními PHA depolymerázami (i-PHA depolymerázy), které se 
vyskytují v povrchové vrstvě granule a jsou tedy nezbytně nutné pro imobilizaci uhlíku  
z PHA granulí. Vyjímkou je PHB depolymeráza Rhodospirillum rubrum, která je 
lokalizována v periplazmě (p-PHA depolymeráza). Intracelulární i-PHA depolymeráza patří 
do skupiny tzv. exo-depolymeráz, protože ke štěpení vazeb PHA dochází na C-konci 
polymerního řetězce. Fakt, že je bakterie schopná růst díky dříve naakumulovanému 
polyesteru byl dokázán např. u bakterie Ralstonia eutropha, která byla schopná růst tím, že 
utilizovala dříve naakumulovaný PHB, bakterie neměla přístup k jinému zdroji uhlíku. 
 Většina známých i-PHA depolymeráz má odlišnou primární strukturu v porovnání  
s e-PHA depolymerázami. Tyto enzymy se liší od e-PHA depolymeráz tím, že nejsou 
schopny hydrolyzovat krystalický dPHA. Intracelulární PHA depolymerázy jsou specifické 
vůči přirozené, amorfní formě polymeru, dPHA tedy není substrátem pro tyto enzymy. 
Substrátem pro tyto enzymy je amorfní forma PHA, nPHA nebo aPHA (uměle vytvořená 
amorfní forma PHA).  Co se týče rychlosti depolymerizační reakce intracelulární 
depolymerázou, bylo zjištěno, že reakce probíhá velmi pomalu a je zhruba 10krát pomalejší 
než syntéza PHA [13]. 
 Intracelulární degradace polymeru PHB probíhá přes 3-hydroxybutyrovou kyselinu, 
acetoacetát až na acetoacetyl-CoA pomocí několika enzymů, tyto kroky jsou katalyzovány 
intracelulární i-PHA depolymerázou, 3HB dehydogenázou, succinyl-CoA transferázou  
a -ketothiolázou. -ketothioláza  hraje důležitou roli v obou biochemických drahách, jak při 
syntéze PHB, tak při jeho degradaci. Za aerobních podmínek vstupuje acetyl-CoA do 
citrátového cyklu a je oxidován na CO2 [12]. 
 Vůbec první biochemická studie intracelulární PHB degradace byla provedena  
u Rhodospirillum rubrum, kdy jako substrát byly použity nPHB granule izolované z Bacillus 
megaterium, výsledkem degradace byl dimer 3HB a oligomery. Bylo zjištěno, že i-PHB 
depolymerizační systém se skládal ze tří součástí, první byla samotná i-PHB depolymeráza, 
citlivá na teplo, druhá, teplotně stabilní, byla nazvána aktivátor a třetí součástí byla hydroláza 
3HB dimerů [19]. Funkce aktivátoru byla s největší pravděpodobností odstranění určitých 
proteinů povrchové vrstvy granule s cílem zpřístupnění molekuly polyesteru depolymeráze 
[14]. Molekulární struktura byla podobná typu B extracelulárních PHB depolymeráz, která se 
vyskyuje např. u Comamonas (Delftia) acidovorans. Intracelulární depolymerázy neobsahují 
substrát vázjící oblast a tedy ani spojovací úsek [21]. 
 
4.6 Bakterie Delftia acidovorans 
 
 Bakterie Delftia acidovorans, dříve označována Comamonas acidovorans byla použita pro 
kultivaci a studium degradace PHB v této práci. Jedná se o gram-negativní, striktně aerobní, 
nefermentativní a chemo-organotrofní bakterii. Buňky mají tvar mírně zakřivených tyčinek  
o rozměrech 0,4–0,8 x 2,5–4,1 m. Jsou charakteristické tím, že netvoří endospory  





     Obr. 10: Buňky Delftia acidovorans obsahující PHB granule [16]. 
 
4.6.1 Extracelulární PHB depolymeráza Delftia acidovorans 
 
 Bakterie Delftia acidovorans, dříve oznčována Comamonas acidovorans je 
charakteristická tím, že je schopná vylučovat do vnějšího prostředí extracelulární PHB 
depolymerázu, dochází-li k její kultivaci na poly(3-hydroxybutyrátu) PHB nebo  
poly(3-hydroxybutyrátu-co-3-hydroxyvalerátu) P3HB-co-3HV jako jediném zdroji uhlíku. 
Depolymerázu Delftia acidovorans řadíme mezi tzv. serinové hydrolázy [16]. 
 Pomocí kapalinové chromatografie bylo zjištěno, že produkty hydrolýzy jsou monomer  
a dimer 3-HB, dimer 3-hydroxybutyrové kyseliny je primárním produktem při nízkých 
koncentracích enzymu, monomer je primárním produktem při vyšších koncentracích enzymu 
[18]. Pomocí gelové elektroforézy byla zjištěna molekulová hmotnost enzymu, 45,000 Da. 
Enzym je stabilní při teplotách nižších než 37°C a v rozmezí hodnot pH 6–10, přičemž pH 
optimum je 9. Aktivita je inhibována diisopropyl fluorofosfonátem [16]. 
 Z molekulárního hlediska je enzym složen ze signálního peptidu, N-koncové katalytické 
oblasti, C-koncové substrát vázající oblasti a spojovacího úseku, který je zde ve formě 
fibronektinu typu III (Fn3). V závislosti na poloze lipázového boxu tuto depolymerázu řadíme 
mezi typ B, viz. molekulární struktura PHASCL depolymeráz [16, 18]. 
 
 




 Co se týče substrátové specifity tohoto enzymu, z výsledků Ken-ichi Kasuya a spol., kteří 
ve své studii použili 12 různých PHA materiálů vyplývá, že depolymeráza Delftia 
acidovorans je schopná hydrolyzovat následující substráty: poly(3-hydroxybutyrát) P3HB,  
poly(3-hydroxypropionát) P3HP, poly(4-hydroxybutyrát) P4HB, poly(ethylen succinát) 
(PESU) a poly(ethylen adipát) (PEA). Pro srovnání jsou na obrázku 12 uvedeny substrátové 
specifity tří depolymeráz různých mikroorganismů, konkrétně depolymeráza Alcaligenes 
faecalis (PhaZAfa), Pseudomonas stutzeri (PhaZPst) a Delftia acidovorans (PhaZCac) [2, 19]. 
 Stupeň enzymové hydrolýzy při použití depolymerázy Delftia acidovorans (PhaZCac) se 
snižoval v tomto pořadí: P3HP > P4HB > PEA > P3HB > PESU [20]. Zajímavostí je fakt, že 
všechny tři enzymy hydrolyzovaly stejné substráty, pravděpodobně díky podobné chemické 
struktuře substrátů [19]. 
 
 
   Obr. 12: Porovnání substrátových specifit tří vybraných PHA depolymeráz [19] 
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5 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
5.1 Použité chemikálie, materiál  přístroje 
 
5.1.1 Bakteriální kmeny 
 
 V práci byly použity bakteriální kultury Comamonas acidovorans CCM 283 a Cupriavidus 
necator H16, které byly zakoupeny z České sbírky mikroorganismů Masarykovy univerzity  
v Brně. Dále byla v práci použita směsná termofilní kultura používaná čistírnou odpadních 
vod v Bystřici pod Hostýnem. Tato směsná kultura byla pro experimenty laskavě poskytnuta  
Ing. Liborem Babákem, Ph.D.  
 
5.1.2 Chemikálie pro kultivaci mikroorganismů 
 
Agar Powder, Himedia (India) 
Beef Extract, Difco laboratories (USA) 
Peptone, Himedia (India) 
Nutrient Broth, Himedia (India) 
 
5.1.3 Ostatní chemikálie 
 
Poly[(R)-3-hydroxybutiric acid], Fluka (USA) 
 
Všechny ostatní chemikálie byly čistoty p.a. 
 
5.1.4 Přístrojové vybavení 
 
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Německo) 
Analytické váhy, Boeco (Německo) 
Termostat IP 60, LTE Scientific, Ltd. (Německo) 
Termostatovaná třepačka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o. (ČR) 
Termostat, LS-35 (ČR) 
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA) 
NanoPhotometer, Implen (Německo) 
ELISA Reader ELx808, Biotek (Německo) 
ZetaSizer Nano ZS, Malvern (Velká Británie) 






5.2 Příprava krystalické formy PHB (dPHB) 
 
 Krystalické dPHB granule byly připraveny dle [6]. Nejprve bylo připraveno inokulum pro 
kultivaci bakterie Cupriavidus necator H16, příprava probíhala 24 hodin. Následující den 
bylo připraveno živné médium, které bylo zaočkováno 10 ml inokula a kultivováno 24 hodin. 
Po skončení kultivace byla veškerá biomasa zcentrifugována po dobu 10 minut při 5000 
otáčkách. Supernatant byl slit a precipitát 2krát promýt destilovanou vodou (100 ml). Poté 
bylo přidáno 40 ml chlornanu, který způsobil smrt a lyzi buněk, přičemž nám v roztoku zůstal 
PHB, chlornan působil po dobu 24 hodin. Následně byl obsah 3krát promyt a centrifugován 
při 5000 otáčkách destilovanou vodou (100 ml), jednou acetonem (100 ml) a opět 2krát 
vodou, aby došlo k dokonalému odstranění zbytků buněčných stěn a dalších buněčných 
komponent. Výsledný roztok obsahoval krystalickou formu PHB. 
 
5.3 Příprava umělé amorfní formy PHB (aPHB) 
 
 Byl připraven 5% PHB rozpuštěný v 25 ml chloroformu (1,25 g), který byl vložen do 
vodní lázně 45–60 °C na 1 hodinu, aby došlo k dokonalému rozpuštění polymeru. Poté byl 
připraven 0,1% roztok deoxycholátu (100 ml), do kterého bylo napipetováno 5 ml PHB 
rozpuštěného v chloroformu. Následně byla vytvořena emulze pomocí ultrazvuku, kdy byla 
vkládána energie okolo 10 KJ po 1,5 minuty. Nakonec byl v digestoři chloroform odpařen ve 
vodní lázni mícháním na magnetické míchačce. Výsledný roztok obsahoval amorfní formu 
PHB granulí (aPHB) [6]. 
 
5.4 Stanovení velikosti a distribuce velikosti částic dPHB a aPHB 
 
 Velikost a distribuce velikosti částic byla stanovena metodou DLS (dynamic light 
scattering). Naměřené hodnoty byly následně vyhodnoceny a diskutovány. 
 
5.5 Studium vlivu vybraných enzymů na krystalickou a amorfní formu PHB 
 
 Byl sledován vliv pěti vybraných enzymů (proteáza Bacillus licheniformis známá pod 
komerčním názvem Alcalase, pankreatin a lipáza ze slinivky břišní prasat, trypsin ze slinivky 
břišní skotu a lipáza Rhizopus oryzae) na krystalickou a amorfní formu PHB. Sledovanými 
parametry byla změna absorbance suspenze granulí a hmotnost vzorku před a po vystavení 
enzymu. 
 
5.5.1 Stanovení molekulární hmotnosti vybraných enzymů 
 
 Molekulární hmotnost pěti vybraných enzymů (proteáza Bacillus licheniformis, pankreatin 
a lipáza ze slinivky břišní prasat, trypsin ze slinivky břišní skotu a lipáza Rhizopus oryzae), 
které byly použity v následujících studiích byl stanovena pomocí SDS-PAGE elektroforézy  
v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS). Jedná se  
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o elektroforetickou metodu, při níž k separaci proteinů dochází na základě jejich 
elektroforetické pohyblivosti. Denaturované enzymy byly pipetou vneseny do připravných 
jamek gelu, které byly vyplněny vhodným pufrem. Následně byl do gelu vpuštěn elektrický 
proud, díky kterému proteiny záporně migrují skrz gel směrem k anodě. Na základě jejich 
velikosti se každý protein pohybuje skrz gel s rozdílnou rychlostí (menší proteiny pronikají 
póry v gelu snadněji než větší, které se střetávají s větším odporem). 
5.5.2 Vliv vybraných enzymů na absorbanci 
 
 Bylo připraveno 12 Erlenmayerových baněk, do kterých bylo přidáno 10 ml substrátu 
(dPHB/aPHB), 10 ml p-pufru (100 mM, pH 7,4) a naváženo 10 mg daného enzymu (vždy 
jeden enzym do dvou baněk) a do zbylých dvou Erlenmayerových baněk se enzym nepřidával 
(pro zhodnocení, zdali došlo ke změně hmostnosti vlivem enzymu) a baňky byly vloženy na 
třepačku při 37°C a 164 rpm. Enzymy působily na vzorek po dobu 24 hodin. Absorbance byla 
změřena při 630 nm v čase t = 0 h a t = 24 h. Byl sledován vliv vybraných enzymů na 
absorbanci. 
 
5.5.3 Vliv vybraných enzymů na hmotnost vzorku 
 
 Objem z baněk (zhruba 20 ml) po 24 hodinách na třepačce byl převeden do centrifugačních 
kyvet a obsah byl stočen po dobu 10 minut při 10 000 otáčkách, poté byl supernatant slit  
a usazený vzorek převeden do předem zvážených mikrozkumavek typu Eppendorf, které byly 
následně centrifugovány 10 minut při 14 000 otáčkách. Mikrozkumavky byly následně 
vloženy do termostatu při 80°C a po 24 hodinách zváženy na 4 desetinná místa. 
 
5.6 Studium vlivu simulovaných tělních tekutin na amorfní formu PHB 
 
 Byl studován vliv čtyř vybraných simulovaných tělních tekutin (střevní šťáva, žaludeční 
šťáva, krevní plazma, sliny) na amorfní formu PHB. Sledovanými parametry byla hmotnost 
vzorku před a po vystavení tělní tekutiny. Bylo sledována, zdali nedocházelo k hydrolýze 
vzorku danou simulovanou tělní tekutinou. 
 
5.6.1 Příprava tělních tekutin 
 
 Byly připraveny simulace čtyř vybraných tělních tekutin o objemu 1000 ml (střevní šťávy, 
žaludeční šťávy, krevní plazmy a slin) podle následujícího návodu [47], které byly následně 






































HCl 3,28 ml 
 












5.6.2 Vliv tělních tekutin na hmotnost amorfní formy PHB 
 
 Do Erlenmayerových baněk bylo přidáno 10 ml aPHB a 50 ml dané tělní tekutiny (vždy 
dva vzorky) a baňky byly vloženy na třepačku při 37°C a 164 rpm. Objem z baněk, který 
obsahoval aPHB (zhruba 60 ml) po 24 hodinách na třepačce byl převeden do centrifugačních 
kyvet a obsah byl stočen po dobu 10 minut při 10 000 otáčkách, poté byl supernatant slit  
a usazený vzorek převeden do předem zvážených mikrozkumavek typu Eppendorf, které byly 
následně centrifugovány 10 minut při 14 000 otáčkách. Mikrozkumavky byly následně 
vloženy do termostatu při 80°C a po 24 hodinách zvážena na 4 desetinná místa. 
 
5.7 Studium vlivu vybraných tělních tekutin na PHB fólie 
 
 Byl studován vliv čtyř vybraných tělních tekutin (střevní šťáva, žaludeční šťáva, krevní 
plazma a sliny) na fólie připravené z PHB. Sledovaným parametrem byla hmotnost vzorku 






5.7.1 Příprava PHB fólií 
 Navážka 1 g PHB byla rozpuštěna ve 40 ml chloroformu a následně bylo napipetováno 
5 ml takto rozpuštěného PHB do malých Petriho misek, které byly vloženy do digestoře na 
24 h, kdy docházelo k vypařování rozpouštědla a tvorbě fólií. Po 24 hodinách byly fólie 
zváženy a bylo s nimi dále pracováno. Výsledná fólie je zobrazena na obrázku 13. 
   Obr. 13: PHB fólie 
5.7.1 Vliv tělních tekutin na hmotnost PHB fólií 
 Do Erlenmayerových baněk byly přidány PHB fólie a 50 ml dané tělní tekutiny. Baňky 
byly poté vloženy na třepačku při 37°C a 164 rpm na 24 hodin. Po 24 hodinách byly fólie z 
baněk vytaženy a následně vloženy do termostatu při 80°C na 24 hodin, aby došlo 
k dokonalému vysušení. Nakonec byly fólie zváženy na 4 desetinná místa a hodnota 
porovnána s hmotností v čase t = 0. Bylo pozorováno, zdali působením vybrané tělní tekutiny 
nedocházelo k degradaci, rozpadu fólie. 
5.8 Kultivace směsné termofilní kultury 
5.8.1 Živná média 
Pro kultivaci směsné termofilní kultury bylo použito médium pro kultivaci termofilních 
kultur dle České sbírky mikroorganismů o složení: 
Tab. 8: Složení živného média 
Glukóza 4 g 
MgSO4·7H2O 1 g 
(NH4)2SO4 0,4 g 
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KH2PO4 6 g 
Kvasniční extrakt 2 g 
Pepton 6 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
Inokulum bylo vždy připraveno tak, že do Erlenmayerových baněk o objemu 250 ml bylo 
přidáno 100 ml kultivačního média. Poté se nechalo sterilovat 25 minut v páře a po sterilizaci 
bylo inokulum zaočkováno 1 ml směsné termofilní kultury, která byla uchovávána ve 
zmrazeném stavu. Nakonec bylo médium s kulturou kultivováno 24 hodin při 60°C na rotační 
třepačce při 164 rpm. 
5.8.2 Kultivace směsné termofilní kultury s chlorovanými PHB fóliemi 
5.8.2.1 Příprava chlorovaných PHB fólií 
 Pracovníky Centra materiálového výzkuzmu byly podle postupu popsaného v [48] 
připraveny chlorované PHB fólie, které byly následně vloženy do kultivačního média 
obsahujícího směsnou termofilní kulturu. Byla testována odolnost fólií v daných podmínkách, 
zdali docházelo k jejich degradaci. Fólie byly připravovány tak, že roztok A byl připraven 
rozpuštěním 1 g PHB ve 100 ml chloroformu a roztok B obsahoval 1 g chlorované PHB 
hmoty, která byla rozpuštěna také ve 100 ml chloroformu. Následně byly na Petriho misky 
pipetovány roztoky s následujícím složením: 
Tab. 9: Složení roztoků pro přípravu fólií 
A [ml] B [ml] 
0% 10,0 0 
1% 9,9 0,1 
5% 9,5 0,5 
10% 9,0 1,0 
20% 8,0 2,0 
 Petriho misky byly následně vloženy do digestoře na 24 hodin, kdy docházelo 
k vypařování rozpouštědla a tvorbě fólií. Po 24 hodinách byly fólie zváženy na 4 desetinná 
místa a bylo s nimi dále pracováno. 
5.8.2.2 Vliv chlorovaných PHB fólií na růst biomasy 
 Bylo připraveno kultivační médium pro směsnou termofilní kulturu (1000 ml), které bylo 
rozlito do šesti Erlenmayerových baněk o objemu 250 ml (vždy 100 ml). Média byla 
zaočkována 1 ml připraveného inokula a následně do nich byly vloženy PHB fólie připravené 
viz kapitola 5.8.2.1. Do dalších pěti Erlenmyerových baněk bylo přidáno pouze 100 ml 
destilované vody a daná PHB fólie, tyto vzorky sloužily jako abiotická kontrola, aby bylo 
možné nakonec fólie porovnat a určit zdali působením směsné termofilní kultury docházelo 
30 
k degradaci fólií či nikoliv. Kultivace probíhala 10 dní, každých 24 hodin byl odebrán 1 ml 
a byla změřena absorbance při 630 nm. Následně byla vytvořena růstová křivka a bylo 
pozorováno, zdali dané PHB fólie neovlivňovaly růst dané kultury. 
 Ve 48., 120., 168. a 240. hodině kultivace bylo také změřeno pH média a bylo pozorováno, 
zdali nedochází k ovlivnění pH vlivem fólií. 
5.8.2.3 Stanovení hmotnosti fólií 
 Po ukončení kultivace byly fólie převedeny do předem zvážených frit, vzhledem k tomu, 
že během kultivace došlo k rozpadu fólií, proto byla jako separační technika zvolena filtrace. 
Frity byly následně vloženy do termostatu při 80°C na 24 hodin, aby došlo k dokonalému 
vysušení. Nakonec byly fólie zváženy na 4 desetinná místa a hodnota porovnána s hmotností 
v čase t = 0 h. Bylo pozorováno, zdali působením směsné termofilní kultury nedocházelo 
k degradaci fólie. 
5.8.3 Kultivace směsné termofilní kultury s vybranými PHA materiály 
5.8.3.1 Příprava vybraných PHA materiálů 
 V tomto experimentu byly jako vzorky pro analýzu použity následující materiály: 
poly(3-hydroxybutyrát) (PHB), poly(3-hydroxybutyrát-co-3-valerát) (PHBV, obsah 3HV 
4 mol% ), CE-43 (tento materiál byl připraven aditivací PHB komerčním plastifikátorem), 
CE-46 (vzorek připravený z PHB aditivací plastfikátoru a bělícího činidla) a 4-1000P 
(komerčně dostupný vzorek PHB). Všechny materiály byly zpracovány pomocí extruze 
pracovníky Ústavu chemie materiálů na Fakultě chemické, VUT v Brně. Z jednotlivých 
materiálů byly vyříznuty čtverečky o rozměrech 2x2 cm, které byly použity jako vzorky. 
Výsledné vzorky jsou zobrazeny na obrázcích 14–18. 
   Obr. 14: PHB    Obr. 15: PHBV           Obr. 16: CE-43 
31 
 Obr. 17: CE-46  Obr. 18: 4-1000P 
5.8.3.2 Vliv vybraných PHA materiálů na růst biomasy 
 Bylo připraveno kultivační médium pro směsnou termofilní kulturu (1000 ml), které bylo 
rozlito do pěti Erlenmayerových baněk o objemu 250 ml (vždy 100 ml). Média byla 
zaočkována 1 ml připraveného inokula a následně do nich byly vloženy vybrané PHA 
materály (PHB, PHBV, CE-43, CE-46 a 4-1000P). Do dalších pěti Erlenmyerových baněk 
bylo přidáno pouze 100 ml destilované vody a daný PHA materiál ve formě čtverečku, tyto 
vzorky sloužily jako kontrola, aby bylo možné nakonec vzorky porovnat a určit zdali 
působením směsné termofilní kultury docházelo k degradaci či nikoliv. Kultivace probíhala 
21 dní, každých 24 hodin byl odebrán 1 ml a byla změřena absorbance při 630 nm. Následně 
byla vytvořena růstová křivka a bylo pozorováno, zdali daný PHA materiál neovlivňoval růst 
biomasy. V průběhu kultivace bylo také monitorováno pH média. 
5.8.3.3 Stanovení hmotnosti PHA materiálů 
 Po ukončení kultivace byly materiály z baněk vytaženy a důkladně propláchnuty 
destilovanou vodou a etanolem a byly následně vloženy do termostatu při 80°C na 24 hodin, 
aby došlo k dokonalému vysušení, čtverečky byly poté zváženy na 4 desetinná místa 
a hodnoty porovnány s hmotností v čase t = 0. Bylo pozorováno, zdali působením směsné 
termofilní kultury nedocházelo k degradaci materiálů. Nakonec bylo pomocí polarizačního 
mikroskopu s horním svícením pozorováno, zdali působením mikrobiální kultury nedocházelo 
k deformaci povrchu vzorků. Byly pořízeny snímky z pozorování, které byly zahrnuty ve 
výsledcích. 
5.9 Kultivace bakterie Delftia acidovorans 
5.9.1 Živná média 
Pro kultivaci bakteriální kultury bylo použito médium dle České sbírky mikroorganismů 
v případě tekutého bez agaru o složení: 
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Tab. 10: Složení minerálního živného média 
KH2PO4 4,6 g 
Na2HPO4·12H2O 11,6 g 
P3HB fólie  -
MgSO4·7H2O 0,5 g 
FeCl3·6H2O 0,1 g 
CaCl2·2H2O 0,05 g 
NH4Cl 1 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
Pro uchování a přípravu inokula bakteriální kultury bylo použito médium Tryptone Soya 
broth dle České sbírky mikroorganismů v případě pevného média s přídavkem agaru, 
v případě tekutého bez agaru o složení: 
Tab. 11: Živné médium pro uchování a přípravu inokula 
KH2PO4 2,5 g 
Pepton z kaseinu 17 g 
Sójový pepton 3 g 
NaCl 5 g 
Agar 20 g 
Glukóza 2,5 g 
Destilovná voda 1000 ml 
Po oživení lyofilizované sbírkové kultury byla kultura uchovávána na Petriho miskách 
obsahující pevné médium Tryptone Soya broth dle České sbírky mikroorganismů v lednici. 
Inokulum bylo vždy připraveno tak, že do Erlenmayerových baněk o objemu 100 ml bylo 
přidáno 50 ml kultivačního média. Poté se nechalo sterilovat 25 minut v páře a po sterilizaci 
bylo inokulum zaočkováno 3krát bakteriologickou kličkou z agarové plotny. Nakonec bylo 
médium s kulturou kultivováno 24 hodin při 30°C na rotační třepačce při 170 rpm. 
5.9.2 Kultivace bakterie Delftia acidovorans s chlorovanými PHB fóliemi 
5.9.2.1 Příprava chlorovaných PHB fólií 
 Chlorované PHB fólie byly připraveny stejným způsobem jako v případě experimentu se 
směsnou termofilní kulturou, viz kapitola 5.8.2.1. 
5.9.2.2 Vliv chlorovaných PHB fólií na růst biomasy 
 Bylo připraveno kultivační médium pro bakteriální kulturu (500 ml), které bylo rozlito do 
pěti Erlenmayerových baněk o objemu 250 ml (vždy 100 ml). Média byla zaočkována 2 ml 
připraveného inokula a následně do nich byly vloženy připravené chlorované PHB fólie 
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(0%, 1%, 5%, 10% a 20%). Do dalších pěti Erlenmyerových baněk bylo přidáno pouze 
100 ml destilované vody a daná PHB fólie, tyto vzorky sloužily jako kontrola, aby bylo 
možné nakonec fólie porovnat a určit zdali působením bakteriální kultury docházelo 
k degradaci fólií či nikoliv. Kultivace probíhala 10 dní, každých 24 hodin byl odebrán 1 ml 
a byla změřena absorbance při 630 nm. Následně byla vytvořena růstová křivka a bylo 
pozorováno, jak chlorované PHB fólie ovlivňovaly růst biomasy. 
 Poslední den kultivace bylo také změřeno pH média, tato hodnota byla pouze informativní, 
jelikož jsme nemohli pozorovat změny pH v průběhu kultivace. 
5.9.2.3 Stanovení depolymerázové aktivity 
Principem stanovení depolymerázové aktivity je štěpení esterových vazeb 4-nitrofenyl 
palmitátu za vzniku 4-nitrofenolu. Produkt této reakce má žluté zbarvení, v průběhu reakce 
tak dochází k růstu absorbance. Enzymová aktivita byla vypočítána ze změny absorbance 
vzorku před a po testu.  
Byl centrifugován 1 ml kultivačního média s narostlou kulturou Delftia acidovorans, 
přičemž biomasa byla usazena ve formě precipitátu a supernatat obsahoval potřebný enzym, 
který bakterie produkuje extracelulárně. Následně bylo rozpuštěno 10 mol 4-nitrofenyl 
palmitátu v 1 ml etanolu a připraven fosfátový pufr pH 7,0, sloužící jako prostředí navozující 
pH optimum daného enzymu. Postupně bylo napipetováno 200 l pufru, 25 l 4-nitrofenyl 
palmitátu (substrát) a nakonec 25 l enzymu (supernatat), čímž byla reakce zahájena. Test 
probíhal po dobu 5 minut, ze změny absorbance a kalibrační závislosti vzniku produktu bylo 
vypočítáno látkové množství produktu. Tato hodnota byla následně použita pro výpočet 
enzymové aktivity v médiu udaná na 1 ml. 
5.9.2.4 Stanovení hmotnosti fólií 
 Po ukončení kultivace byly fólie převedeny do předem zvážených frit, vzhledem k tomu, 
že během kultivace došlo k rozpadu fólií, proto byla jako separační technika zvolena filtrace. 
Frity byly následně vloženy do termostatu při 80°C na 24 hodin, aby došlo k dokonalému 
vysušení. Nakonec byly fólie zváženy na 4 desetinná místa a hodnota porovnána s hmotností 
v čase t = 0. Bylo pozorováno, zdali působením bakteriální kultury Delftia acidovorans 
nedocházelo k degradaci fólií. 
5.9.3 Kultivace bakterie Delftia acidovorans s vybranými PHA materiály 
5.9.3.1 Příprava vybraných PHA materiálů 
 V tomto experimentu byly jako vzorky pro analýzu použity následující materiály: 
poly(3-hydroxybutyrát) (PHB), poly(3-hydroxybutyrát-co-3-valerát) (PHBV, obsah 3HV 
4 mol% ), CE-43 (tento materiál byl připraven aditivací PHB komerčním plastifikátorem), 
CE-46 (vzorek připravený z PHB aditivací plastfikátoru a bělícího činidla) a 4-1000P 
(komerčně dostupný vzorek PHB). Výsledné připravené vzorky jsou zobrazeny na obrázcích 
14–18 viz kapitola 5.8.3.1. 
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5.9.3.2 Vliv vybraných PHA materiálů na růst biomasy 
 Bylo připraveno kultivační médium pro bakterii Delftia acidovorans (500 ml), které bylo 
rozlito do pěti Erlenmayerových baněk o objemu 250 ml (vždy 100 ml). Média byla 
zaočkována 2 ml připraveného inokula a následně do nich byly vloženy vybrané PHA 
materály (PHB, PHBV, CE-43, CE-46 a 4-1000P). Do dalších pěti Erlenmyerových baněk 
bylo přidáno pouze 100 ml destilované vody a daný PHA materiál ve formě čtverečku, tyto 
vzorky sloužily jako kontrola, aby bylo možné nakonec vzorky porovnat a určit zdali 
působením bakteriální kultury docházelo k degradaci či nikoliv. Kultivace probíhala 21 dní, 
každých 24 hodin byl odebrán 1 ml a byla změřena absorbance při 630 nm. Následně byla 
vytvořena růstová křivka a bylo pozorováno, zdali daný PHA materiál neovlivňoval růst 
biomasy. Poslední den kultivace bylo také změřeno pH média, tato hodnota byla spíše 
informativní. 
5.9.3.3 Stanovení hmotnosti PHA materiálů 
 Po ukončení kultivace byly materiály z baněk vytaženy a důkladně propláchnuty 
destilovanou vodou a etanolem a byly následně vloženy do termostatu při 80°C na 24 hodin, 
aby došlo k dokonalému vysušení. Nakonec byly čtverečky zváženy na 4 desetinná místa 
a hodnoty porovnány s hmotností v čase t = 0. Bylo pozorováno, zdali působením bakterie 
Delftia acidovorans nedocházelo k degradaci materiálů. 
5.9.3.4 Stanovení depolymerázové aktivity 
Principem stanovení depolymerázové aktivity je štěpení esterových vazeb 4-nitrofenyl 
palmitátu za vzniku 4-nitrofenolu, viz kapitola 5.9.2.3. Enzymová aktivita byla stanovena 
3., 4., 5., 6., 7., 10., 11., 12., 13., 14., 17., 18., 19. a 20. den, stejné dny jako probíhalo měření 
absorbance (zákalu). 
6 VÝSLEDKY A DISKUZE 
6.1 Stanovení velikosti a distribuce velikosti částic aPHB a dPHB 
 Velikost a distribuce velikosti částic a jejich zeta potenciál byl stanoven pomocí metody 
DLS (dynamic light scattering). Stanovení proběhlo při teplotě 25°C. Z výsledných hodnot 






















6.1.1 Diskuze výsledků stanovení velikosti a distribuce částic aPHA a dPHA 
 
 Průměrná hodnota velikosti aPHA částic byla stanovena na 194,2 nm, průměrná hodnota 
jejich zeta potenciálu byla stanovena na -18,6 mV. Průměrná hodnota dPHA částic byla  
v porovnání s aPHA částicemi nekolikanásobně vyšší, konkrétně 1822 nm, přičemž jejich zeta 
potenciál je -22,3 mV. Z výsledných hodnot zeta potenciálů lze konstatovat, že systém byl  
v obou případech mírně nestabilní (zeta potenciál v intervalu -30 až 30 mV), dalo by se říci, 
že systém jevil známky mírné koagulace, nebyl dokonale stabilní, což mohlo mít určitý vliv 
na další měření. 
 
6.2 Výsledky stanovení molekulární hmotnosti vybraných enzymů 
 
 Po ukončení elektroforézy byl gel vyňat z aparatury a následně obarven Coomassie 
barvivem, díky kterému došlo ke zvýraznění vytvořených zón (bandů), které určovaly danou 
molekulární hmotnost enzymu. Výsledné zóny (bandy) byly porovnány se standartem. Jako 
standart byl použit SERVA Recombinant SDS-PAGE Protein Marker 10–150 kDa Plus. 
  Do první dráhy byl nanesen standart, do druhé pankreatin, v třetí dráze byl trypsin, ve 
čtvrté pankreatická lipáza, v páté lipáza Rhizopus oryzae a v šesté proteáza Bacillus 
licheniformis. Vyhodnocení mohlo být ovlivněno špatným zobrazením výsledných drah, 




Obr. 23: PAGE-SDS elektroforetogram testovaných enzymů, 1 – standart (Serva),  
2 – pankreatin, 3 – trypsin, 4 – pankreatická lipáza, 5 – lipáza Rhizopus oryzae, 6 – proteáza 




6.2.1 Diskuze výsledků stanovení molekulární hmotnosti vybraných enzymů 
 
 Ve druhé dráze byl pankreatin, což je směs enzymů produkovaných slinivkou břišní. 
Pomocí PAGE-SDS elektroforézy byla molekulární hmotnost stanovena přibližně na 20 kDa. 
Do třetí dráhy byl napipetován trypsin, což je trávící enzym, který je také součástí pankretinu. 
Molekulární hmotnost čistého trypsinu je 23,3 kDa, pomocí PAGE-SDS elektroforézy byla 
molekulární hmotnost stanovena na 20 kDa, některé zóny (bandy) byly patrné i v oblasti  
10 kDa. Dalším stanovovaným enzymem byla pankreatická lipáza, jejíž molekulární hmotnost 
se pohybuje v rozmezí 39–56 kDa. Zóny na výsledném gelu byly patrné v oblastech 20, 40  
a 60 kDa. Další použitou lipázou byla mikrobiální lipáza, konkrétně izolovaná z Rhizopus 
oryzae, jejíž jediná viditelná zóna (band) byl v oblasti 20 kDa. Posledním stanovovaným 
enzymem byla lipáza produkovaná bakterií Bacillus licheniformis, jejíž molekulární hmotnost 
má být 27 kDa. Z výsledků PAGE-SDS byla molekulární hmotnost přibližně 30 kDa, kdy 
viditelný band byl v oblasti 20–40 kDa. 
 
6.3 Studium vlivu vybraných enzymů na krystalickou formu PHA granulí  
(dPHA) 
 
Byly naměřeny hodnoty absorbancí (vždy dva vzorky a poté stanoven průměr) pro  
5 různých enzymů v čase t = 0 (ihned po přidání enzymu ke vzorku) a v čase t = 24 h. 
Absorbance byla měřena při 630 nm. Poté byla stanovena hmotnost všech vzorků po 
hydrolýze a hodnoty byly porovnány se vzorkem bez enzymu (kontrolou). Bylo sledováno, 
zdali nedošlo ke změně hmotnosti, úbytku či nárůstu. 
 
Tab. 12: Stanovení absorbance 
 A630 (t = 0) A630 (t = 24 h) 
Enzym A1 A2 Aprům A1 A2 Aprům 
Bez enzymu 0,670 0,653 0,662 0,698 0,688 0,693 
Mikrobiální proteáza (Alcalase) 0,680 0,668 0,674 0,735 0,684 0,710 
Pankreatin 0,691 0,704 0,698 0,828 0,715 0,772 
Trypsin 0,650 0,656 0,653 0,651 0,656 0,654 
Pankreatická lipáza 0,688 0,693 0,691 0,718 0,735 0,727 
Mikrobiální lipáza 0,671 0,663 0,667 0,726 0,675 0,701 
 
Tab. 13: Stanovení hmotnosti vzorku 
 mepp [mg] mepp+vz [mg] mvz [mg]  
Enzym m1A m1B m2A m2B m2A-m1A m2B-m1B mprům 
Bez enzymu 1026,9 1024,8 1043,9 1043,7 17 18,9 17,9 
Mikrobiální proteáza 1014,5 1020,7 1041,4 1046,9 26,9 28,8 27,9 
Pankreatin 1018,1 1024,4 1035,4 1044,1 17,1 16,7 16,9 
Trypsin 1024,2 1016,3 1047,5 1038,3 23,3 22,0 22,7 
Pankreatická lipáza 1012,9 1029,4 1036,4 1053,1 23,5 23,7 23,6 




mepp – hmotnost mikrozkumavky typu Eppendorf 
mepp+vz – hmotnost mikrozkumavky se vzorkem 
mvz – hmotnost vzorku 
 
 
   Graf 1: Absorbance vzorku v závislosti na přidaném enzymu  
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6.3.1 Diskuze výsledků studia vlivu vybraných enzymů na dPHA 
 
Cílem tohoto experimentu bylo sledovat vliv mikrobiální proteázy, pankreatinu, trypsinu  
a pankreatické a mikrobiální lipázy na degradaci krystalických PHA granulí. Jako substrát 
proto byla v tomto experimentu použita krystalická forma PHA. Tento typ substrátu byl 
získán kultivací mikrobiální kultury produkující PHA v podmínkách, kdy dochází k limitaci 
stopovými prvky. Granule polymeru byly získány z buněk pomocí postupu založeném na 
digesci buněk chlornanem [6].  
Prvním sledovaným parametrem byla absorbance suspenze dPHA granulí, která byla 
porovnávána s kontrolním vzorkem, což byla čistá forma dPHA, bez přídavku enzymu. 
Enzymy působily na substrát po dobu 24 hodin při 37°C, což je fyziologická teplota blízká 
teplotnímu optimu většiny použitých enzymů. Z uvedených výsledků absorbancí lze 
konstatovat, že hodnoty se v porovnání s kontrolním vzorkem příliš nezměnily, nepatrně se 
zvýšili. K největšímu nárůstu došlo v případě použití pankreatinu, kdy došlo k nárůstu 
absorbance z 0,698 na 0,772. Tento nárůst byl pravděpodobně způsoben přidaným enzymem, 
pankreatin je ve vodě obtížně rozpustná směs enzymů což zvýšilo zákal vzorku. Docházelo by 
k úbytku absorbance, byl by to důkaz toho, že přídavkem daného enzymu dochází ke štěpení 
polymeru na menší části (monomery, oligomery) a další složky rozpustné ve vodě, což by 
absorbanci vzorku snižovalo.Tento jev nebyl pozorován a můžeme tedy předpokládat, že 
žádný z testovaných enzymů nevykazoval za podmínek testu významnou hydrolytickou 
aktivitu vůči PHA granulím v krystalické formě. 
Druhým sledovaným parametrem byla hmotnost dPHA granulí, která byla opět 
porovnávána s kontrolním vzorkem. V případě použití mikrobiální proteázy, trypsinu  
a pankreatické a mikrobiální lipázy došlo k nárůstu hmotnosti vzhledem ke kontrole, jejíž 
hmotnost byla 16,6 mg na 27,9 mg, 22,7 mg, 23,6 mg a 19,0 mg. V případě pankreatinu se 
hmotnost nezměnila. Zvýšení hmotnosti pravděpodobně způsobil přidávaný enzym, který se 
pravděpodobně částečně nasorboval na granule případně další  možné nečistoty jako jsou 
složky pufru případně stabilizační komponenty komerčních enzymů.  
Jelikož jsme nepozorovali významný úbytek hmotnosti PHA granulí ani pokles absorbance 
suspenze, můžeme předpokládat, že žádný z testovaných enzymů nevykazoval za podmínek 
testu významnou hydrolytickou aktivitu vůči PHA granulím v krystalické formě. 
 
6.4 Studium vlivu vybraných enzymů na amorfní formu PHA  granulí (aPHA) 
 
Vedle krystalické formy PHA granulí byl ověřen účinek vybraných hydrolytických 
enzymů také vůči amorfní formě. Byly naměřeny hodnoty absorbancí (vždy dva vzorky a poté 
stanoven průměr) pro 5 různých enzymů v čase t = 0 (ihned po přidání enzymu ke vzorku)  
a v čase t = 24 h. Absorbance byla měřena při 630 nm. Poté byla stanovena hmotnost všech 
vzorků po hydrolýze a hodnoty byly porovnány s čistým vzorkem (kontrolou). Bylo 





Tab. 14: Stanovení absorbance 
 A630 (t = 0 h) A630 (t = 24 h) 
Enzym A1 A2 Aprům A1 A2 Aprům 
Bez enzymu 0,179 0,157 0,168 0,084 0,080 0,082 
Mikrobiální proteáza 0,197 0,177 0,187 0,276 0,148 0,212 
Pankreatin 0,148 0,157 0,153 0,114 0,131 0,123 
Trypsin 0,236 0,246 0,241 0,628 0,344 0,486 
Pankreatická lipáza 0,168 0,159 0,164 0,206 0,199 0,203 
Mikrobiální lipáza 0,149 0,142 0,146 0,091 0,083 0,087 
 
 
Tab. 15: Stanovení hmotnosti vzorku 
 mepp [mg]  mepp+vz [mg] mvz [mg]  
Enzym m1A m2A m1B m2B m1B-m1A m2B-m2A mprům 
Bez enzymu 1015,1 1014,9 1029,8 1027,3 14,7 12,4 13,6 
Mikrobiální proteáza 1018,5 1015,0 1034,9 1029,8 16,4 14,8 15,6 
Pankreatin 1023,9 1018,7 1036,9 1036,6 13,0 17,9 15,5 
Trypsin 1029,0 1013,1 1051,9 1038,6 22,9 25,5 24,2 
Pankreatická lipáza 1014,4 1024,0 1031,8 1048,6 17,4 19,6 18,5 
Mikrobiální lipáza 1016,1 1023,4 1021,3 1029,0 5,2 5,6 5,4 
Poznámky: 
mepp – hmotnost mikrozkumavky typu Eppendorf 
mepp+vz – hmotnost mikrozkumavky se vzorkem 




   Graf 3: Absorbance vzorku v závislosti na přidaném enzymu 
   Graf 4: Vliv přidaného enzymu na hmotnost amorfní formy PHA 
6.4.1 Diskuze výsledků studia vlivu vybraných enzymů na aPHA 
Cílem tohoto experimentu bylo stejně jako v předešlém případě sledovat vliv mikrobiální 
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granulí a také na hmotnostní úbytek/nárůst substrátu. Jako substrát byla v tomto experimentu 
použita amorfní forma PHA, kterou lze z přírodní formy PHA získat speciálním postupem, 
kde důležitým krokem je její rozpuštění v chloroformu, přidáním do roztoku deoxycholátu 
a vytvořením emulze pomocí ultrazvuku s následným odpařením chloroformu v digestoři [6]. 
Sledovanými parametry byla opět absorbance, která byla porovnávána s kontrolním 
vzorkem, což byla čistá forma aPHA, bez přídavku enzymu. Enzymy působily na substrát po 
dobu 24 hodin při 37°C. Z uvedených výsledků absorbancí lze konstatovat, že přídavkem 
daných enzymů docházelo jak ke snížení absorbance, tak k výraznému nárůstu. Je 
pravděpodobné, že toto kolísání zákalu suspenze granulí nebylo způsobeno aktivitou 
hydrolytických enzymů jako spíš koloidní nestabilitou suspenze aPHA granulí, přičemž 
pravděpodobně docházelo k parciální agregaci aPHA granulí. Významný nárůst absorbance 
suspenze byl pozorován v přítomnosti trypsinu. Je možné, že právě tento enzym působil 
destabilizačně.  
V případě hmotnosti aPHA, která byla opět porovnávána s kontrolním vzorkem došlo 
v případě trypsinu k nárůstu z původních 13,6 mg na 24,2 mg, což bylo pravděpodobně 
způsobeno nerozpuštěním enzymu případně jeho adjezí na povrch aPHA granulí. V ostatních 
případech došlo také k nárůstu, ale ne tak výraznému jako v případě trypsinu. Zvýšení 
hmotnosti pravděpodobně způsobil přidávaný enzym, který se pravděpodobně částečně 
nasorboval na granule případně další  možné nečistoty jako jsou složky pufru případně 
stabilizační komponenty komerčních enzymů.  
Jelikož jsme podobně jako v případě krystalické formy granulí nepozorovali významný 
úbytek jejich hmotnosti, můžeme předpokládat, že žádný z testovaných enzymů nevykazoval 
za podmínek testu významnou hydrolytickou aktivitu vůči PHA granulím v amorfní formě. 
6.5 Studium vlivu simulovaných tělních tekutin na amorfní formu PHA 
Byl studován vliv vybraných simulovaných tělních tekutin (sliny, žaludeční šťáva, střevní 
šťáva, krevní plazma) na aPHA. Byla stanovena hmotnost vzorků po hydrolýze (24 hodinové 
působení vybrané tělní tekutiny) a hodnoty byly porovnány s čistým vzorkem (kontrolou). 
Bylo sledováno zdali nedošlo k úbytku či nárůstu hmotnosti substrátů. 
Tab. 16: Stanovení hmotnosti vzorku po aplikaci simulovaných tělních tekutin 
mepp [mg] mepp+vz [mg] mvz [mg] 
Tělní tekutina m1A m1B m2A m2B m2A-m1A m2B-m1B mprům 
Sliny 1019,9 1020,5 1040,3 1042,4 20,4 21,9 21,2 
Žaludeční šťáva 1015,2 1021,2 1031,1 1038,1 15,9 16,9 16,4 
Střevní šťáva 1014,7 1022,3 1030,8 1041,1 16,1 18,8 17,5 
Krevní plzma 1022,1 1015,0 1044,5 1036,8 22,3 21,8 22,1 
mepp – hmotnost mikrozkumavky typu Eppendorf 
mepp+vz – hmotnost mikrozkumavky se vzorkem 
mvz – hmotnost vzorku 
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   Graf 5: Vliv vybraných tělních tekutin na hmotnost aPHA 
6.5.1 Diskuze výsledků studia vlivu simulovaných tělních tekutin na aPHA 
Cílem tohoto experimentu bylo studovat vliv simulovaných tělních tekutin (sliny, 
žaludeční šťáva, střevní šťáva a krevní plazma) na aPHA. Tyto tělní tekutiny působily na 
substrát po dobu 24 hodin a 37°C ve vodném prostředí. Sledovaným parametrem byla 
hmotnost substrátu před a po hydrolýze. Výsledné hodnoty hmotností jsou 21,2 mg v případě 
použití slin, 16,4 mg v případě žaludeční šťávy, 17,5 mg v případě střevní šťávy a 22,1 mg 
v případě krevní plazmy. Z výsledků lze konstatovat, že v případě žaludeční a střevní šťávy 
docházelo k mírnému úbytku celkové hmotnosti substrátu, což mohlo být způsobeno daným 
prostředím vybrané tělní tekutiny, které tvoří agresivní podmínky nebo některými 
z komponent dané tělní tekutiny, která mohla narušit strukturu polymeru. Nárůst hmotnosti 
u některých vzorků je pravděpodobně dán sorpcí některých komponent simulovaných 
prostředí na aPHA částice a jejich následným nedostatečným promytím. 
6.6 Studium vlivu simulovaných tělních tekutin na PHA fólie 
Byl studován vliv vybraných simulovaných tělních tekutin (sliny, žaludeční šťáva, střevní 
šťáva, krevní plazma) na fólie vyrobené z PHB. Byla stanovena hmotnost fólií před a po 
hydrolýze (24 hodinové působení vybrané tělní tekutiny) a hodnoty byly porovnány. Bylo 



















Tab. 17: Stanovení hmotnosti PHB fólií před aplikací tělních tekutin 
Fólie č. mskl [g] mskl+fol [g] mfol [mg] 
1 13,4089 13,2800 128,9 
2 13,2709 13,1402 130,7 
3 13,3256 13,1945 131,1 
4 13,3365 13,2060 130,5 
Tab. 18: Stanovení hmotnosti PHB fólií po působení tělních tekutin 
Fólie č. mskl [g] mskl+fol [g] mfol [mg] 
1 (Sliny) 13,2836 13,3253 125,2 
2 (Žaludeční šťáva) 13,1433 13,2712 126,9 
3 (Střevní šťáva) 13,3253 13,1977 127,7 
4 (Krevní plazma) 13,3361 13,2094 126,7 
mskl – hmotnost podložního sklíčka 
mskl+fol – hmotnost podložního sklíčka s PHA fólií 
mfol – hmotnost PHA fólie 
Tab. 19: Porovnání hmotnosti PHB fólií před a po působení simulovaných tělních tekutin 
Fólie č. mpřed [mg] mpo [mg] 
Relativní hmotnostní 
úbytek fólií [%] 
1 (Sliny) 128,9 125,2 2,9 
2 (Žaludeční šťáva) 130,7 126,9 3,0 
3 (Střevní šťáva) 131,1 127,6 2,7 
4 (Krevní plazma) 130,5 126,7 3,0 
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   Graf 6: Vliv simulovaných tělních tekutin na hmotnost PHA fólií 
6.6.1 Diskuze výsledků studia vlivu simulovaných tělních tekutin na PHA fólie 
Cílem tohoto experimentu bylo studovat vliv simulovaných tělních tekutin (sliny, 
žaludeční šťáva, střevní šťáva a krevní plazma) na PHA fólie. Tyto tělní tekutiny působily na 
fólie po dobu 24 hodin a teplotě 37°C. Sledovaným parametrem byla hmotnost fólií před a po 
hydrolýze. Hodnoty hmotností fólií před působením těchto tělních tekutin byly 128,9 mg, 
130,7 mg, 131,1 mg a 130,5 mg. Následně bylo ponecháno působit tyto tělní tekutiny na fólie, 
které byly poté důkladně zbaveny vody v sušárně a následně zváženy. Hodnoty hmotností se 
příliš nezměnily. Ve všech případech došlo ke snížení celkové hmotnosti z 128,9 na 125,2 mg 
v případě použití slin, z 130,7 na 126,9 mg v případě žaludeční šťávy, z 131,1 na 127,6 mg 
v případě střevní šťávy a ke snížení z 130,5 na 126,7 mg, byla-li použita krevní plazma. Tyto 
změny byly pravděpodobně způsobeny dokonalým odstraněním vody a vlhkosti, která mohla 
v případě prvního měření způsobit tento rozdíl. 
Z těchto výsledků lze konstatovat, že dané podmínky (24 hodin, 37 °C, vodné prostředí, 
vybraná tělní tekutina) nedochází k výraznému narušení struktury polymeru a jejímu rozpadu, 
degradaci. Stejně tak byly PHA materiály, ať už v krystalické nebo amorfní formě, rezistentní 
vůči ataku hydrolytických enzymů jako jsou lipáza nebo proteáza (viz kapitoly 6.3 a 6.4).  
 Celkově se zdá, že testovaný polymer, ať už ve formě granulí nebo ve formě fólií, je ve 
vybraných simulovaných fyziologických prostředích stabilní. Díky tomu je možné uvažovat 
o využití PHA materiálů v biomedicínských aplikacích vyžadujících stabilní vlastnosti
materiálu, jako jsou například implantáty nebo transportní systémy pro biologicky aktivní 
látky s dlouhou dobou cirkulace. Naopak se zdá, že PHA nebude možné využít v aplikacích 
vyžadujících rychlou biodegradabilitu materiálu ve fyziologickém prostředí, jako jsou 



















6.7 Výsledky kultivace směsné termofilní kultury s chlorovanými PHB fóliemi 
 Další experimentální část práce se zabývala mikrobiální degradací modifikovaných PHA 
materiálů s ohledem na jejich možný environmentální dopad. Nejprve byla testována 
biodegradabilita fólií kompozitních materiálů obsahující jednak nemodifikované PHB 
a chlorovaného PHB. Testované kompozity obsahovaly různé procentuální množství 
chlorovaného polymeru (0%, 1%, 5%, 10% a 20%). Kultivace probíhala 10 dní, byly 
naměřeny hodnoty absorbancí a sestrojena růstová křivka. 
Tab. 20 - 27: Hodnoty absorbancí (stanovení zákalu) jednotlivé dny kultivace 
1. den A1 A2 A3 Aprůměr 
1% 0,555 0,511 0,570 0,545 
5% 0,495 0,465 0,530 0,497 
10% 0,431 0,430 0,411 0,424 
20% 0,425 0,438 0,447 0,437 
 0% 0,443 0,566 0,549 0,519 
kontrola 0,433 0,452 0,451 0,445 
2. den A1 A2 A3 
1% 0,493 0,548 0,535 0,525 
5% 0,664 0,640 0,696 0,667 
10% 0,355 0,386 0,386 0,376 
20% 0,376 0,376 0,389 0,380 
0% 0,456 0,492 0,491 0,480 
kontrola 0,465 0,444 0,492 0,467 
3. den A1 A2 A3 
1% 1,020 1,029 1,034 1,028 
5% 1,105 1,103 1,137 1,115 
10% 0,786 0,805 0,814 0,802 
20% 0,408 0,482 0,466 0,452 
0% 0,842 0,838 0,852 0,844 
kontrola 0,784 0,803 0,748 0,778 
6. den A1 A2 A3 
1% 1,754 1,662 1,678 1,698 
5% 1,662 1,624 1,612 1,633 
10% 1,432 1,416 1,380 1,409 
20% 1,686 1,728 1,704 1,706 
0% 2,162 2,160 2,170 2,164 
kontrola 1,920 1,858 1,854 1,877 
7. den A1 A2 A3 
1% 3,372 3,435 3,633 3,480 
5% 2,769 2,673 2,724 2,722 
10% 3,390 3,234 3,420 3,348 
20% 1,953 1,974 2,028 1,985 
0% 4,110 4,068 4,104 4,094 
kontrola 3,711 3,543 3,783 3,679 
8. den A1 A2 A3 
1% 1,914 1,776 1,746 1,812 
5% 2,007 2,115 2,058 2,060 
10% 2,133 2,076 2,031 2,080 
20% 2,625 2,628 2,664 2,639 
0% 3,321 3,351 3,324 3,332 
kontrola 2,412 2,451 2,556 2,473 
9. den A1 A2 A3 
1% 2,211 2,196 2,133 2,180 
5% 2,037 2,043 2,049 2,043 
10% 2,067 2,121 2,073 2,087 
20% 2,562 2,556 2,532 2,550 
0% 2,619 2,634 2,598 2,617 
kontrola 2,133 2,268 2,304 2,235 
10. den A1 A2 A3 
1% 2,406 2,286 2,325 2,339 
5% 2,304 2,232 2,166 2,234 
10% 2,148 2,121 2,103 2,124 
20% 2,922 2,916 2,901 2,913 
0% 3,201 3,084 3,036 3,107 
kontrola 2,436 2,499 2,463 2,466 
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Tab. 28: Hodnoty pH kultivačních médií vybrané dny kultivace 
pH 2. den 5. den 7. den 10. den
1% 4,73 5,89 6,54 6,71 
5% 4,80 5,78 6,69 6,72 
10% 4,68 5,84 6,68 6,65 
20% 4,62 5,26 5,32 6,62 
0% 4,64 5,96 6,28 6,51 
Kontrola 4,71 5,76 6,65 6,44 
  Tab. 29: Hmotnost PHB fólií před a po experimentu (termofilní kultivace) 
Hmotnost fólií 
(termofilní kultivace) 




0% 104,8 127,1 +22,3 – 
1% 98,0 125,6 +27,6 – 
5% 96,3 113,6 +17,3 – 
10% 102,1 123,0 +20,9 – 
20% 103,7 82,4 –21,3 25,8 





















  Tab. 30: Hmotnost PHB fólií před a po experimentu (abiotická kontrola) 
Hmotnost fólií 
(abiotická kontrola) 




0% 104,4 103,1 –1,3 1,3 
1% 121,3 112,1 –9,2 8,2 
5% 116,2 96,0 –20,2 21,0 
10% 122,7 101,0 –21,7 21,5 
20% 127,5 99,5 –28,0 28,1 
  Graf 9: Porovnání hmotnosti fólií před a abiotické kontrole 
 Fólie byly po ukončení experimentu také vyfoceny a bylo pozorováno, zdali působením 
směsné termofilní kultury nebo dané teploty docházelo k degradaci a vizuálním změnám na 
fóliích. Fólie jsou zobrazeny na následujících obrázcích, nalevo vždy fólie, která byla vložena 
ke směsné termofilní kultuře a napravo abiotická kontrola, fólie vložené do destilované vody 




















 Obr. 24: 100% PHB fólie po experimentu      Obr. 25: 100% PHB fólie po experimentu
 (kultivace termofilů) (abiotická kontrola) 
  Obr. 26: 1% PHB-Cl fólie po experimentu     Obr. 27: 1% PHB-Cl fólie po experimentu 
  (kultivace termofilů)                                            (abiotická kontrola) 
 Obr. 28: 5% PHB-Cl fólie po experimentu      Obr. 29: 5% PHB-Cl fólie po experimentu 
   (kultivace termofilů) (abiotická kontrola) 
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Obr. 30: 10% PHB-Cl fólie po experimentu    Obr. 31: 10% PHB-Cl fólie po experimentu 
(kultivace termofilů)                                           (abiotická kontrola) 
 Obr. 32: 20% PHB-Cl fólie po experimentu   Obr. 33: 20% PHB-Cl fólie po experimentu 
 (kultivace termofilů)                                             (abiotická kontrola) 
6.7.1 Diskuze výsledků kultivace směsné termofilní kultury s PHB fóliemi 
 Cílem tohoto experimentu byla kultivace směsné termofilní kultury v Erlenmayerových 
baňkách, do kterých byly navíc vloženy chlorované PHB fólie s 1%, 5%, 10%, 20% a 0% 
obsahem chlorovaného polymeru. Byly stanoveny růstové křivky směsné termofilní kultury 
a bylo pozorováno, zdali fólie přidaná ke kultivačnímu médiu neovlivňuje růst biomasy. Pro 
kontrolu byla provedena kultivace termofilů bez přidané PHB fólie. Kultivace trvala 10 dní 
a z výsledných hodnot absorbancí a stanovení růstových křivek lze konstatovat, že folie měly 
mírný vliv na růst bakteriální kultury. Obecně lze říci, že fólie bez chlorovaného podílu mírně 
podporovala růst kultury v porovnání s kotrolou, s rostoucím obsahem chlorovaného 
materiálu však fólie vykazovaly spíše inhibiční efekt. Je možné, že některé degradační 
produkty chlorovaného materiálu (ať už abiotické nebo biotické degradace) mají toxický 
charakter, což částečně inhibuje růst kultury.  
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 Dalším sledovaným parametrem bylo pH kultivačního média v průběhu kultivace. 
Z výsledků je patrné, že pH kultivačních médií bylo zpočátku mírně kyselé (4–5) 
a s průběhem kultivace docházelo k jeho růstu až k neutrální oblasti (6–7). Hodnoty pH se 
výrazně nelišily, s výjimkou kultivace s PHB fólií s 20% obsahem chlorovaného polymeru, 
kdy měřené hodnoty byly v porovnání s ostatními kultivacemi dané dny o něco nižší, což 
mohlo být způsobeno vyšším procentuálním obshem chlorovaného polymeru, který kultivaci 
a růst biomasy inhiboval.  
 Posledním sledovaným parametrem byla samotná hmotnost fólií. Fólie byly zváženy před 
začátkem a po ukončení kultivace. Bylo pozorováno, zdali působením směsné termofilní 
kultury nedocházelo k úbytku hmotnosti fólií, což by značilo jejich degradaci na rozpustné 
monomenry nebo oligomery. Na degradaci fólií mohla mít pozitivní vliv také teplota 
kultivačního média, která byla 60°C. Teplota je obecně parametrem, který degradaci PHA 
ovlivňuje. Úbytek hmotnosti u fólií sloužících jako zdroj uhlíku pro bakterii byl pozorován 
u 20% PHB-Cl fólie, kdy došlo ke změně hmotnosti z původních 103,7 mg na 82,4 mg, 
pokles o 21,3 g (25,8%). U ostatních typů fólií došlo k mírnému nárůstu jejch hmotnosti, což 
bylo s největší pravděpodobností způsobeno sorpcí komponent kultivačního média, případně 
samotných buněk na fólie. Pro porovnání, úbytek hmotnosti u abiotické kontroly (fólie 
v destilované vodě) byl zaznamenán u všech typů fólií. Největší úbytek, 28,0 mg (28,1%) byl 
zjišten u 20% PHB-Cl fólie. Úbytek hmotnosti se snižoval se snižujícím procentuálním 
obsahem chlorovaného polymeru. Úbytek u 100% PHB fólie byl pouze 1,3 mg (1,3%), 
z čehož můžeme předpokládat, že chlorovaný polymer materiál destabilizuje a to má dopad na 
jeho celkovou mechanickou stabilitu.  
 Fólie byly také po ukončení experimentu vyfoceny a byly pozorovány morfologické 
změny fólií. U všech fólií s různým procentuálním obsahem chlorovaného polymeru došlo 
k výraznému rozpadu fólií, což je zobrazeno na obrázcích 24–33. Je pravděpodobné, že 
přítomnost chlorovaného PHB za podmínek testu spíše fólie destabilizovala a jejich rozpad na 
menší fragmenty byl pravděpodobně spíše abiotického mechanismu. 
6.8 Výsledky kultivace směsné termofilní kultury s vybranými PHA materiály 
 Byla provedena kultivace směsné termofilní kultury, která obsahovala vybrané PHA 
materiály, viz kapitola 5.9.3.1. Kultivace probíhala 21 dní, byla naměřeny hodnoty absorbancí 
vybrané dny kultivace. Z výsledků byla sestrojena růstová křivka. Nakonec byly vybrané 
PHA materiály zváženy a bylo pozorováno, zdali působením směsné termofilní kultury 
či vystavení vyšším teplotám nedocházelo k degradaci, změně tvaru, rozpadu materiálů. 
Tab. 31 - 41: Hodnoty absorbancí (stanovení zákalu) jednotlivé dny kultivace
1. den A1 A2 A3 Aprůměr 
PHB 1,209 1,261 1,205 1,225 
PHBV 1,020 0,975 1,011 1,002 
CE-43 1,072 1,065 1,178 1,105 
CE-46 0,849 0,975 0,926 0,917 
4-1000P 1,020 1,094 1,150 1,088 
2. den A1 A2 A3 
PHB 1,309 1,150 1,209 1,223 
PHBV 0,784 0,901 0,956 0,880 
CE-43 0,936 1,252 1,165 1,118 
CE-46 0,771 0,839 0,888 0,833 
4-1000P 1,431 1,540 1,601 1,524 
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3. den A1 A2 A3 
PHB 1,171 1,373 1,421 1,322 
PHBV 0,750 0,873 0,921 0,848 
CE-43 1,419 1,429 1,506 1,451 
CE-46 0,703 0,734 0,780 0,739 
4-1000P 1,648 1,576 1,682 1,635 
6. den A1 A2 A3 
PHB 1,718 1,720 1,576 1,671 
PHBV 1,682 1,700 1,724 1,702 
CE-43 3,652 3,768 3,652 3,691 
CE-46 1,838 1,866 1,852 1,852 
4-1000P 1,74 1,726 1,704 1,723 
7. den A1 A2 A3 
PHB 1,622 1,658 1,658 1,646 
PHBV 1,588 1,634 1,640 1,621 
CE-43 2,727 2,787 2,739 2,751 
CE-46 1,538 1,588 1,568 1,565 
4-1000P 1,830 1,612 1,626 1,689 
8. den A1 A2 A3 
PHB 2,068 2,116 2,152 2,112 
PHBV 1,790 1,648 1,666 1,701 
CE-43 2,742 2,718 2,736 2,732 
CE-46 1,782 1,732 1,910 1,808 
4-1000P 1,962 2,124 1,974 2,020 
9. den A1 A2 A3 
PHB 1,850 1,920 2,022 1,931 
PHBV 1,700 1,716 1,698 1,705 
CE-43 3,039 3,063 3,033 3,045 
CE-46 1,978 2,010 2,024 2,004 
4-1000P 2,064 2,174 2,024 2,087 
10. den A1 A2 A3 
PHB 1,857 1,836 1,884 1,859 
PHBV 1,836 1,845 1,866 1,849 
CE-43 3,279 3,264 3,066 3,203 
CE-46 2,001 1,986 1,866 1,951 
4-1000P 3,072 3,165 3,066 3,101 
13. den A1 A2 A3 
PHB 2,001 1,959 2,013 1,991 
PHBV 2,142 2,151 2,136 2,143 
CE-43 3,732 3,777 3,732 3,747 
CE-46 2,361 2,373 2,361 2,365 
4-1000P 5,592 5,592 5,436 5,540 
14. den A1 A2 A3 
PHB 2,184 2,226 2,208 2,206 
PHBV 2,319 2,304 2,358 2,327 
CE-43 3,738 3,756 3,762 3,752 
CE-46 2,634 2,556 2,532 2,574 
4-1000P 4,971 4,938 4,974 4,961 
15. den A1 A2 A3 
PHB 2,022 2,097 2,085 2,068 
PHBV 2,211 2,208 2,265 2,228 
CE-43 3,981 4,059 3,966 4,002 
CE-46 2,658 2,469 2,466 2,531 
4-1000P 4,533 4,536 4,779 4,616 
16. den A1 A2 A3 
PHB 2,526 2,526 2,466 2,506 
PHBV 2,499 2,406 2,433 2,446 
CE-43 4,152 3,966 3,978 4,032 
CE-46 3,003 2,913 2,766 2,894 
4-1000P 4,647 4,566 4,536 4,583 
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Tab. 42: Hodnoty pH kultivačních médií vybrané dny kultivace 
pH PHB PHBV CE-43 CE-46 4-1000P 
15. den 4,13 4,13 6,52 4,12 6,54 
20. den 4,16 4,15 6,48 4,23 6,43 
 Graf 11: pH kultivačních médií poslední dny kultivace 
Tab. 43: Hmotnost PHA materiálů před a po experimentu (kultivace) 
Hmotnost materiálů 
(termofilní kultivace) 




PHB 187,7 183,3 –4,4 2,4 
PHBV 204,8 203,3 –1,5 0,7 
CE-43 187,9 186,1 –1,8 1,0 
CE-46 191,4 189,9 –1,5 0,8 
4-1000P 185,6 185,6 0 0 
Tab. 44: Hmotnost PHA materiálů před a po experimentu (abiotická kontrola) 
Hmotnost materiálů 
(abiotická kontrola) 




PHB 204,2 199,0 –5,2 2,6 
PHBV 215,5 214,0 –1,5 0,7 
CE-43 178,5 177,1 –1,4 0,8 
CE-46 207,4 205,6 –1,8 0,9 


















   Graf 12: Porovnání hmotnosti materiálů před a po kultivaci termofilů 





































 Pomocí polarizačního mikroskopu s horním svícením bylo pozorováno, zdali působením 
směsné termofilní kultury nedocházelo k deformaci povrchu vzorků. Snímky pořízené 
z mikroskopování jsou zobrazeny na následujících obrázcích. Bylo použito zvětšení 20x. 
Nalevo snímek materiálu vystaveného abiotické kontrole, napravo snímek materiálu přidaný 
ke kultivaci směsné termofilní kultury. 
       Obr. 34: PHB (abiotická kontrola)  Obr. 35: PHB (kultivace termofilů) 
 Obr. 36: PHBV (abiotická kontrola)  Obr. 37: PHBV (kultivace termofilů) 
        Obr. 38: CE-43 (abiotická kontrola)  Obr. 39: CE-43 (kultivace termofilů) 
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 Obr. 40: CE-46 (abiotická kontrola)      Obr. 41: CE-46 (kultivace termofilů) 
      Obr. 42: 4-1000P (abiotická kontrola)     Obr. 43: 4-1000P (kultivace termofilů)     
6.8.1 Diskuze výsledků kultivace směsné termofilní kultury s PHA materiály 
 Cílem tohoto experimentu byla kultivace směsné termofilní kultury v Erlenmayerových 
baňkách, do kterých byly navíc vloženy vybrané PHA materiály (poly(3-hydroxybutyrát), 
poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) s obsahem 4 mol% 3HV, CE-43, CE-46, což 
jsou plastifikátory aditivované PHB a komerčně dostupný vzorek PHB označovaný jako 
4-1000P) ve formě čtverečků o rozměrech 2x2 cm.  
 Byly stanoveny růstové křivky směsné termofilní kultury a bylo pozorováno, zdali daný 
PHA materiál přidaný ke kultivačnímu médiu neovlivňuje růst biomasy. Kultivace trvala 21 
dní a z výsledných hodnot absorbancí a stanovení růstových křivek lze konstatovat, že 
přítomnost CE-43 a 4-1000P růst biomasy výrazně ovlivňovaly, hodnoty absorbancí byly 
místy až 3krát vyšší v porovnáním s ostatními kultivacemi, což bylo pravděpodobně 
způsobeno strukturou daných materiálů. Plastifikátory jsou látky, které, mimo jiné, snižují 
krystalinitu polymerních materiálů, krystalinita je obecně parametrem, který ovlivňuje 
biodegradabilitu. Vzorek CE-43 tak byl k biodegradaci pravděpodobně náchylnější a daná 
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směsná termofilní kultura v přítomnosti tohoto materiálů vykazovala vyšší růst, než v případě 
totožného materiálu (vzorku PHB) bez aditivace. Také v případě komerčně dostupného 
vzorku PHB, označovaného jako 4-1000P, dochází k úpravě vlastností PHB pomocí 
aditivačních činidel, což s největší pravěpodobností vede ke zvýšení biodegradability, 
termofilní kultura v přítomnosti tohoto materiálu vykazovala vůbec nejvyšší růst.  
V přítomnosti vzorku CE-46, což je materiál vyrobený ze vzorku CE-43 za použití látek, které 
způsobují vybělení vzorku, produkty štěpení bělících činidel mohly kulturu inhibovat.   
 Dalším sledovaným parametrem bylo pH kultivačního média, pH bylo změřeno 15. a 20. 
den kultivace. Z výsledků je patrné, že pH kultivačních médií s obsahem CE-43 a 4-1000P,  
u kterých byl pozorován nejvyšší růst biomasy byl v porovnání s ostatními kultivacemi 
zřetelně vyšší (okolo 6,5, u ostatních okolo 4).  
 Posledním sledovaným parametrem byla samotná hmotnost materiálů, které byly zváženy 
před začátkem a po ukončení kultivace. Na degradaci mohla mít pozitivní vliv také teplota 
kultivačního média, která byla 60°C. U všech materiálů kromě vzorku 4-1000P, u kterého 
zůstala hmotnost konstantní, došlo k jejímu mírnému úbytku, jak v případě kultivace směsné 
termofilní kultury, tak v případě abiotické kontroly, která byl tvořena pouze destilovanou 
vodou při stejné teplotě. Abiotická kontrola měla poskytnout informaci, jestli má směsná 
termofilní kultura vliv na degradaci vybraných PHA materiálů. Největší úbytek, 5,2 mg, byl 
pozorován u PHB v abiotických podmínkách. V přítomnosti termofilní kultury úbytek činil 
4,4 mg. Z daných výsledků tedy nelze konstatovat, že daná směsná termofilní kultura 
degradovala PHA materiál. Je pravděpodobné, že experiment neprobíhal dostatečně dlouho na 
to, abychom mohli pozorovat změny tak hrubého parametru jako je hmotnostní úbytek 
vybraných PHA. Navíc je možné předpokládat, že i přes důsledné opláchnutí materiálů po 
testu, zůstavali na vzorcích nasorbované složky kultivačního média případně i zbytky 
biomasy, což mohlo maskovat hmotnostní úbytek vzorků způsobený biologickou degradací.  
 V průběhu kultivace nedocházelo k morfologických změnám daných PHA, tvar zůstal 
nepozměněn, nedocházelo k rozpadu materiálů jako tomu bylo v případě chlorovaných PHB 
fólií.  
 Pomocí polarizačního mikroskopu s horním svícením bylo sledováno, zdali nedocházelo  
k deformaci povrchu materiálů působením této kultury. Na povrchu materiálů byly 
pozorovány různé trhliny, které mohly být způsobeny právě použitou kulturou. Množství 
trhlin bylo pozorováno v porovnání s abiotickou kontrolou více. U vzorku 4-1000P byly 
pozorovány zhruba stejné deformace jak v případě abiotické kontroly, tak v případě materiálů 






6.9 Výsledky kultivace bakterie Delftia acidovorans s chlorovanými PHB 
fóliemi 
 
 Byla provedena kultivace bakterie Delftia acidovorans s chlorovanými PHB fóliemi  
s 0%, 1%, 5%, 10% a 20% obsahem chlorovaného polymeru. Kultivace probíhala  
v minerálním médiu, PHB fólie sloužily jako jediný zdroj uhlíku, jakýkoliv růst bakteriální 
kultury tedy musel nutně souviset s utilizací testovaných fólií. Kultivace probíhala 10 dní, 
byly naměřeny hodnoty absorbancí vybrané dny kultivace. Z výsledků byla sestrojena růstová 
křivka a bylo sledováno, zdali je bakterie schopná růst v přítomnosti PHB jako jediného 
zdroje uhlíku. Byly naměřeny hodnoty pH kultivačního média vybrané dny kultivace. 
Nakonec byly PHB fólie zváženy a bylo pozorováno, zdali působením kultury Delftia 
acidovorans dochází k degradaci fólií. Poslední den byla také stanovena enzymová aktivita  
v médiu. 
 
  Tab. 45–52: Hodnoty absorbancí (stanovení zákalu) jednotlivé dny kultivace
1. den A1 A2 A3 Aprůměr 
1% 0,134 0,156 0,144 0,145 
5% 0,164 0,164 0,160 0,163 
10% 0,098 0,153 0,126 0,126 
20% 0,328 0,166 0,163 0,219 
0% 0,121 0,152 0,165 0,146 
   
2. den A1 A2 A3 
 1% 0,296 0,271 0,309 0,292 
5% 0,150 0,168 0,159 0,159 
10% 0,186 0,173 0,181 0,180 
20% 0,256 0,235 0,228 0,240 
0% 0,233 0,243 0,256 0,244 
3. den A1 A2 A3 Aprůměr 
1% 0,363 0,329 0,344 0,345 
5% 0,205 0,187 0,181 0,191 
10% 0,163 0,159 0,182 0,168 
20% 0,186 0,198 0,166 0,183 
0% 0,383 0,357 0,375 0,372 
 
6. den A1 A2 A3 
 1% 0,386 0,414 0,396 0,399 
5% 0,336 0,333 0,386 0,352 
10% 0,386 0,396 0,396 0,393 
20% 0,237 0,348 0,311 0,299 
0% 0,504 0,510 0,512 0,509 
7. den A1 A2 A3 Aprůměr 
1% 0,392 0,411 0,408 0,404 
5% 0,396 0,339 0,336 0,357 
10% 0,366 0,376 0,376 0,373 
20% 0,35 0,356 0,358 0,355 
0% 0,496 0,498 0,501 0,498 
  
8. den A1 A2 A3 
 1% 0,349 0,368 0,351 0,356 
5% 0,328 0,326 0,319 0,324 
10% 0,366 0,329 0,362 0,352 
20% 0,281 0,309 0,311 0,300 
0% 0,450 0,452 0,454 0,452 
9. den A1 A2 A3 Aprůměr 
1% 0,373 0,369 0,374 0,372 
5% 0,309 0,322 0,318 0,316 
10% 0,350 0,351 0,348 0,350 
20% 0,279 0,281 0,318 0,293 
0% 0,449 0,465 0,370 0,428 
 
10. den A1 A2 A3 
 1% 0,375 0,309 0,364 0,349 
5% 0,319 0,317 0,311 0,316 
10% 0,356 0,354 0,352 0,354 
20% 0,299 0,274 0,234 0,269 





















Den kultivace  








Tab. 53: Hodnoty pH kultivačních médií poslední den kultivace 
pH 0% 1% 5% 10% 20% 




      Graf 15: pH kultivačních médií na konci kultivace bakterie Delftia acidovorans 
 
 
Tab. 54: Hmotnost PHB fólií před a po experimentu (kultivace bakterie) 
Hmotnost fólií 
(kultivace bakterie) 




0% 95,5 92,4 –3,1 3,4 
1% 107,1 110,1 +3,0 – 
5% 96,1 90,1 –6,0 6,7 
10% 96,2 73,3 –22,9 31,2 
20% 93,5 87,6 –5,9 6,7 
 
  Tab. 55: Hmotnost PHB materiálů před a po experimentu (abiotická kontrola) 
Hmotnost fólií 
(abiotická kontrola) 




0% 91,5 85,3 –6,2 7,3 
1% 95,5 97,1 +1,6 – 
5% 99,3 95,0 –4,3 4,5 
10% 94,9 91,1 –3,8 4,1 












Chlorované PHB fólie 





   Graf 16: Porovnání hmotností fólií před a po kultivaci Delftia acidovorans 
 
 
   Graf 17: Porovnání hmotností fólií před a po abiotické kontrole 
 
 Enzymová aktivita v médiu byla stanovena poslední den kultivace, viz kapitola 5.9.2.3. 
Hodnoty změn absorbancí, vypočteného látkového množství výslledného produktu  
































PHB fólie  





Tab. 56: Stanovení enzymové aktivity v médiu 10. den kultivace 
Enzymová aktivita ΔA nprodukt [mol] a [U/ml] 
0% 0,051 0,124 1,98 
1% 0,046 0,111 1,77 
5% 0,045 0,108 1,72 
10% 0,040 0,097 1,56 
20% 0,035 0,084 1,34 
 
 Fólie byly po ukončení experimentu také vyfoceny a bylo pozorováno, zdali působením 
bakteriální kultury či dané teploty docházelo k degradaci a vizuálním změnám na fóliích. 
Fólie jsou zobrazeny na následujících obrázcích, nalevo vždy fólie, která byla vložena  
k bakteriální kultuře a sloužila jako jediný zdroj uhlíku v médiu a napravo její abiotická 
kontrola. 
 
      
  Obr. 44: 100% PHB fólie po experimentu        Obr. 45: 100% PHB fólie po experimentu 
                  (kultivace bakterie)                                              (abiotická kontrola)          
      
      
  Obr. 46: 1% PHB-Cl fólie po experimentu       Obr. 47: 1% PHB-Cl fólie po experimentu 




       
  Obr. 48: 5% PHB-Cl fólie po experimentu       Obr. 49: 5% PHB-Cl fólie po experimentu 
                   (kultivace bakterie)                                           (abiotická kontrola)          
  
      
Obr. 50: 10% PHB-Cl fólie po experimentu      Obr. 51: 10% PHB-Cl fólie po experimentu 
                 (kultivace bakterie)                                              (abiotická kontrola)   
        
      
 Obr. 52: 20% PHB-Cl fólie po experimentu     Obr. 53: 20% PHB-Cl fólie po experimentu 
                  (kultivace bakterie)                                            (abiotická kontrola)          
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6.9.1 Diskuze výsledků kultivace Delftia acidovorans s chlorovanými PHB fóliemi 
 
 Cílem tohoto experimentu byla kultivace bakterie Delftia acidovorans v Erlenmayerových 
baňkách, do kterých byly vloženy chlorované PHB fólie s 1%, 5%, 10%, 20% a 0% obsahem 
chlorovaného polymeru. Tyto PHB fólie sloužily v médiu bakterii jako jediný zdroj uhlíku. 
Bakterie Delftia acidovorans je charakteristická tím, že je schopná syntetizovat extracelulární 
PHB depolymerázu v přítomnosti PHB nebo PHBV jako jediného zdroje uhlíku. Byly 
stanoveny růstové křivky této bakterie a bylo pozorováno, jak daná fólie ovlivňuje růst 
biomasy. Kultivace probíhala 10 dní a z výsledných hodnot absorbancí a stanovení růstových 
křivek je patrné,  že PHB fólie s vyšším obsahem chlorovaného polymeru měly spíše 
inhibiční efekt na růst kultury, který byl v přítomnosti PHB fólie s 20% obsahem 
chlorovaného polymeru nejnižší. Naopak v přítomnosti fólie bez chlorovaného podílu byl růst 
bakterie nejvyšší. Je možné, že některé degradační produkty chlorovaného materiálu (ať už 
abiotické nebo biotické degradace) mají toxický charakter, což částečně inhibuje růst kultury. 
 Dalším sledovaným parametrem byla samotná hmotnost fólií. Fólie byly zváženy před 
začátkem a po ukončení kultivace. Bylo pozorováno, zdali došlo k úbytku hmotnosti, což by 
potvrzovalo biodegradaci PHB touto bakterií. Úbytek hmotnosti byl pozorován u všech fólií, 
kromě PHB fólie s 1% obsahem chlorovaného polymeru.  
 Fólie byly po ukončení experimentu vyfoceny a byly pozorovány morfologické změny, což 
je zobrazeno na obrázcích 39–48. K výraznějšímu rozpadu fólie došlo v případě 100% PHB 
fólie a 20% PHB-Cl fólie. Ostatní typy zůstaly spíše neporušeny, což bylo pravděpodobně 
způsobeno celkovou pevnosti fólie. Fólie, ve které nebyl přítomen žádný chlorovaný PHB, 
byla v porovnání s fóliemi s obsahem chlorovaného polymeru křehčí a lámavější. Nejyšší 
míra degradace v přitomnosti bakteriální kultury byla pozorována u fólie obsahující 10% 
chlorovaného PHB (31%) přičemž hmotnostní ztráty při abiotické kontrole byly u tohoto 
materiálu spíše nízké (cca 4% hmotnostního úbytku). Je tedy možné předpokládat, že 
bakteriální kultura se podílela na rozkladu materiálu významnou měrou.   
 Posledním sledovaným parametrem byla depolymerzová aktivita v kultivačním médiu. 
Aktivita byla stanovena poslední den kultivace. Nejvyšší aktivita (1,98 U/ml) byla 
zaznamenána v médiu s obsahem fólie bez chlorovaného podílu. Se zvyšujícím se obsahem 
chlorovaného podílu se depolymerázová aktivita snižovala, obecně lze řící že depolymerázová 
aktivita v kultivačním médiu s ohledem k testovanému materiálu sleduje trend růstu. 
 
6.10 Výsledky kultivace Delftia acidovorans s vybranými PHA materiály 
 
 Byla provedena kultivace bakterie Delftia acidovorans, kde vybrané PHA materiály (PHB, 
PHBV, CE-43, CE-46, 4-1000P) sloužily jako jediný zdroj uhlíku. Tato bakterie je schopná 
produkovat extracelulární PHA depolymerázu a je tak schopná růst v přítomnosti těchto 
materiálů. Kultivace probíhala 21 dní, byla naměřeny hodnoty absorbancí vybrané dny 
kultivace, ze kterých byla sestrojena růstová křivka a bylo pozorováno, jak daný materiál růst 
ovlivňuje. Byla naměřena hodnota pH kultivačního média poslední den kultivace. Nakonec 
byly vybrané PHA materiály zváženy a bylo pozorováno, zdali působením bakterie dochází  





Tab. 57: Hodnoty pH kultivačních médií poslední den kultivace 
pH 0% 1% 5% 10% 20% 
20. den 6,53 6,57 6,54 6,55 6,54 
 
 
   Graf 18: pH kultivačních médií na konci kultivace 
 
Tab.  58 –71: Hodnoty absorbancí (stanovení zákalu) jednotlivé dny kultivace
3. den A1 A2 A3 Aprůměr 
PHB 0,123 0,168 0,193 0,161 
PHBV 0,173 0,200 0,235 0,203 
CE-43 0,186 0,169 0,188 0,181 
CE -46 0,138 0,143 0,149 0,143 
4-1000P 0,181 0,223 0,227 0,210 
 
4. den A1 A2 A3 
 PHB 0,274 0,331 0,367 0,324 
PHBV 0,200 0,312 0,300 0,271 
CE-43 0,199 0,188 0,198 0,195 
CE -46 0,195 0,210 0,225 0,210 
4-1000P 0,260 0,333 0,289 0,294 
5. den A1 A2 A3 
 PHB 0,237 0,278 0,245 0,253 
PHBV 0,188 0,192 0,194 0,191 
CE-43 0,126 0,203 0,168 0,166 
CE -46 0,171 0,178 0,176 0,175 
4-1000P 0,297 0,265 0,264 0,275 
 
6. den A1 A2 A3 
 PHB 0,26 0,322 0,298 0,293 
PHBV 0,212 0,281 0,264 0,252 
CE-43 0,211 0,211 0,198 0,207 
CE -46 0,171 0,175 0,174 0,173 


















7. den A1 A2 A3 
 PHB 0,258 0,288 0,302 0,283 
PHBV 0,225 0,235 0,264 0,241 
CE-43 0,240 0,226 0,268 0,245 
CE-46 0,175 0,184 0,176 0,178 
4-1000P 0,323 0,342 0,316 0,327 
 
10. den A1 A2 A3 
 PHB 0,214 0,238 0,265 0,239 
PHBV 0,242 0,248 0,265 0,252 
CE-43 0,228 0,264 0,235 0,242 
CE 46 0,250 0,242 0,265 0,252 
4-1000P 0,404 0,427 0,404 0,412 
11. den A1 A2 A3 
 PHB 0,422 0,390 0,409 0,407 
PHBV 0,300 0,316 0,314 0,310 
CE-43 0,181 0,215 0,216 0,204 
CE-46 0,170 0,184 0,195 0,183 
4-1000P 0,364 0,352 0,312 0,343 
 
12. den A1 A2 A3 
 PHB 0,288 0,297 0,301 0,295 
PHBV 0,267 0,313 0,312 0,297 
CE-43 0,187 0,197 0,214 0,199 
CE-46 0,157 0,160 0,164 0,160 
4-1000P 0,294 0,328 0,333 0,318 
13. den A1 A2 A3 
 PHB 0,273 0,304 0,321 0,299 
PHBV 0,324 0,386 0,332 0,347 
CE-43 0,240 0,202 0,212 0,218 
CE-46 0,152 0,185 0,172 0,170 
4-1000P 0,423 0,411 0,411 0,415 
 
14. den A1 A2 A3 
 PHB 0,330 0,324 0,335 0,330 
PHBV 0,388 0,384 0,382 0,385 
CE-43 0,192 0,204 0,195 0,197 
CE-46 0,191 0,186 0,152 0,176 
4-1000P 0,366 0,365 0,360 0,364 
 
17. den A1 A2 A3 
 PHB 0,412 0,422 0,405 0,413 
PHBV 0,452 0,466 0,428 0,449 
CE-43 0,133 0,144 0,145 0,141 
CE-46 0,164 0,175 0,182 0,174 
4-1000P 0,367 0,385 0,396 0,383 
 
18. den A1 A2 A3 
 PHB 0,500 0,527 0,511 0,513 
PHBV 0,610 0,628 0,611 0,616 
CE-43 0,262 0,254 0,255 0,257 
CE-46 0,254 0,264 0,255 0,258 
4-1000P 0,499 0,500 0,511 0,503 
19. den A1 A2 A3 
 PHB 0,490 0,540 0,494 0,508 
PHBV 0,672 0,655 0,655 0,661 
CE-43 0,213 0,299 0,268 0,260 
CE-46 0,256 0,264 0,255 0,258 










20. den A1 A2 A3 
 PHB 0,450 0,457 0,466 0,458 
PHBV 0,522 0,543 0,546 0,537 
CE-43 0,276 0,262 0,265 0,268 
CE-46 0,187 0,192 0,196 0,192 























Den kultivace  









  Tab. 72: Hmotnost PHB fólií před a po experimentu (kultivace) a jejich rozdíl 
Hmotnost materiálů 
(kultivace bakterie) 




PHB 209,6 205,1 -4,5 2,3 
PHBV 203,1 201,9 -1,2 0,6 
CE-43 189,3 188,3 -1,0 0,5 
CE-46 203,9 202,6 -1,3 0,6 
4-1000P 203,8 203,8 0 0 
 
  Tab. 73: Hmotnost PHB materiálů před a po experimentu (abiotická kontrola) 
Hmotnost materiálů 
(abiotická kontrola) 




PHB 198,4 194,0 -4,4 2,3 
PHBV 212,4 209,4 -3,0 1,4 
CE-43 201,5 200,2 -1,3 0,6 
CE -46 202,8 200,6 -2,2 1,1 
4-1000P 191,8 191,7 -0,1 0,1 
 
 


























  Graf 21: Porovnání hmotnosti materiálů před a po abiotické kontrole 
 
Tab. 74: Výsledné depolymerázové aktivity v médiu v přítomnosti vybraných PHA materiálů 
a [U/ml] PHB PHBV CE-43 CE46 4-1000P 
3. den 0,46 0,45 0,38 0,39 0,61 
4. den 0,65 0,60 0,45 0,48 0,68 
5. den 0,91 0,77 0,69 0,64 0,72 
6. den 0,93 0,88 0,77 0,72 0,87 
7. den 1,27 1,33 0,99 1,11 1,41 
10. den 2,03 2,30 1,66 1,58 2,06 
11. den 2,56 2,49 1,88 1,72 2,59 
12. den 2,44 2,35 1,95 2,02 2,32 
13. den 2,09 2,31 1,65 1,59 1,92 
14. den 2,67 2,25 2,02 2,12 2,21 
17. den 2,17 2,50 1,98 2,07 2,28 
18. den 2,10 2,39 2,02 2,17 2,22 


























  Graf 22: Porovnání depolymerázových aktivit v médiích obsahujících různé druhy PHA 
 
 Pomocí polarizačního mikroskopu s horním svícením bylo pozorováno, zdali působením 
bakterie Delftia acidovorans nedocházelo k deformaci povrchu vzorků. Snímky pořízené  
z mikroskopování jsou zobrazeny na následujících obrázcích. Bylo použito zvětšení 20x. 
Nalevo snímek materiálu vystaveného abiotické kontrole, napravo snímek materiálu sloužící 
bakterii jako jediný zdroj uhlíku. 
 
      

























      
         Obr. 56: PHBV (abiotická kontrola)                  Obr. 57: PHBV (kultivace bakterie) 
    
      
         Obr. 58: CE-43 (abiotická kontrola)                   Obr. 59:CE-43 (kultivace bakterie) 
 
      
         Obr. 60: CE-46 (abiotická kontrola)                  Obr. 61: CE-46 (kultivace bakterie) 
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       Obr. 62: 4-1000P (abiotická kontrola)                Obr. 63: 4-1000P (kultivace bakterie) 
 
 
6.10.1 Diskuze výsledků kultivace Delftia acidovorans s PHA materiály 
 
 Cílem tohoto experimentu byla kultivace bakterie Delftia acidovorans v Erlenmayerových 
baňkách, do kterých byly navíc vloženy vybrané PHA materiály (poly(3-hydroxybutyrát), 
poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) s obsahem 4 mol% 3HV, CE-43, CE-46, což 
jsou plastifikátory aditivované PHB a komerčně dostupný vzorek PHB označovaný jako  
4-1000P) ve formě čtverečků o rozměrech 2x2 cm. Tyto materiály sloužily bakterii jako 
jediný zdroj uhlíku. Byly stanoveny růstové křivky a bylo pozorováno, jak daný materiál 
ovlivňuje růst biomasy. Kultivace trvala 21 dní a z výsledných hodnot absorbancí a stanovení 
růstových křivek je patrné, že nejvyšší růst byl zaznamenán v přítomnosti PHB, PHBV  
a 4-1000P, o poznání nižší růst bakterie vykazovala v přítomnosti vzorků CE-43 a CE-46.  
V porovnání se směsnou termofilní kulturou, kdy materiál CE-43 růst spíše podporoval,  
v tomto případě tomu tak nebylo. Z těchto výsledků tak lze konstatovat, že důležitým 
faktorem ovlivňujícím biodegradabilitu materiálů je samotná použitá mikrobiální populace. 
Každá mikrobiální kultura je svým způsobem specifická co se biodegradability týče. Poslední 
den kultivace bylo změřeno pH kultivačního média, které bylo v přítomnosti všech materiálů 
zhruba totožné (okolo 6,5). 
 Dalším sledovaným parametrem byla depolymerzová aktivita v kultivačním médiu. 
Aktivita byla stanovována paralelně se stanovením zákalu. Nejvyšší aktivita (2,64 U/ml) byla 
zaznamenána v médiu, kde jako jediný zdroj uhlíku sloužil PHB. Aktivita klesala v tomto 
pořadí: PHB > PHBV > 4-1000P > CE-43, CE-46, u kterých byla zaznamenána zhruba stejná 
enzymová aktivita. Obecně lze řící že depolymerázová aktivita v kultivačním médiu 
s ohledem k testovanému materiálu sleduje trend růstu. 
   Posledním sledovaným parametrem byla samotná hmotnost materiálů, které byly zváženy 
před začátkem a po ukončení kultivace. Bylo pozorováno, zdali došlo k úbytku hmotnosti, což 
by potvrzovalo biodegradaci PHA touto bakterií. U všech materiálů kromě 4-1000P, u kterého 
zůstala hmotnost konstantní, došlo k jejímu mírnému úbytku, jak v případě kultivace 
bakteriální kultury, tak v případě abiotické kontroly, která byl tvořena pouze destilovanou 
vodou při stejné teplotě. Abiotická kontrola měla poskytnout informaci, zda-li dochází  
k biodegradaci materiálů extracelulární depolymerázou Delftia acidovorans. Největší úbytek, 
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4,5 mg, byl pozorován u PHB v při kultivaci bakterie. V případě abiotické kontroly úbytek 
činil 4,4 mg. Z daných výsledků úbytku hmotností tedy nelze jasně říci, že bakterie Delftia 
acidovorans tento polymer degraduje. Je pravděpodobné, že experiment neprobíhal 
dostatečně dlouho na to, abychom mohli pozorovat změny tak hrubého parametru jako je 
hmotnostní úbytek vybraných PHA.  
 V průběhu kultivace nedocházelo k morfologických změnám, jejich tvar zůstal 
nepozměněn. Pomocí polarizačního mikroskopu s horním svícením bylo sledováno, zdali 
nedocházelo k deformaci povrchu materiálů působením této bakteriální kultury. Na povrchu 
materiálů byly pozorovány různé trhliny, které mohly být způsobeny právě použitou kulturou, 
které tento materiál sloužil jako jediný zdroj uhlíku. Množství trhlin bylo pozorováno  
v porovnání s abiotickou kontrolou více. U vzorku 4-1000P byly pozorovány zhruba stejné 







 V rámci předložené práce byla studována hydrolýza vybraných typů 
polyhydroxyalkanoátů (PHA) za kontrolovaných podmínek a byla posouzena 
biodegradabilita PHA a jejich derivátů pomocí směsné termofilní kultury 
využíváné v čističce odpadních vod a bakterie Delftia acidovorans, což je bakterie 
schopná produkovat extracelulární PHA depolymerázu v přítomnosti PHB nebo 
PHBV jako jediného zdroje uhlíku. 
 
 V teoretické části byly shrnuty základní informace zabývající se popisem 
polyhydroxyalkanoátů, strukturou PHA granulí, jejich mechanickými vlastnostmi  
a popisem základních forem (fyzikálních stavů) polyhydroxyalkanoátů. Velká část 
teoretické práce je věnována biodegradabilitě PHA. Biodegradabilní polymery jsou 
obecně polymery, u kterých k biodegradaci dochází působením mikroorganismů 
(bakterií, hub, řas) nebo prostředí, nejčastěji kombinací obou těchto faktorů. 
Konkrétní produkty degradace PHA jsou v aerobních podmínkách CO2 a H2O  
a v anaerobních podmínkách je to CH4, CO2 a biomasa. Schopnost degradovat PHA 
je široce rozšířená mezi bakteriemi a houbami a závisí na sekreci specifických 
extracelulárních PHA depolymeráz (e-PHA depolymeráz). 
 
 V první části experimentální práce byl studován vliv struktury PHA granulí na 
jejich biodegradabilitu pomocí pěti vybraných enzymů (pankreatin, trypsin, 
pankreatická lipáza, proteáza produkovaná Bacillus licheniformis známá pod 
komerčním názvem Alcalase a mikrobiální lipáza produkovaná Rhizopus oryzae). 
Byl sledován vliv těchto enzymů na absorbanci suspenze granulí a hmotnost 
krystalické a amorfní formy PHA granulí. Přídavkem daných enzymů docházelo 
jak ke snížení absorbance, tak k výraznému nárůstu. Je pravděpodobné, že toto 
kolísání zákalu suspenze granulí nebylo způsobeno aktivitou hydrolytických 
enzymů jako spíš koloidní nestabilitou suspenze PHA granulí, porozované 
především u amorfní formy PHA. Významný nárůst absorbance suspenze byl 
pozorován v přítomnosti trypsinu (nárůst z 0,241 na 0,486). Je možné, že právě 
tento enzym působil nejvíce destabilizačně. V případě krystalické, ani amorfní 
formy granulí jsme nepozorovali významný úbytek jejich hmotnosti, můžeme tedy 
předpokládat, že žádný z testovaných enzymů nevykazoval za podmínek testu 
významnou hydrolytickou aktivitu vůči PHA granulím. 
 
 Součástí tohoto experimentu bylo také studium vlivu simulovaných tělních tekutin 
(sliny, žaludeční štáva, střevní štáva a krevní plazma) na amorfní formu PHA  
a fólie vytvořené z PHA. Celkově se zdá, že testovaný polymer, ať už ve formě 
granulí a nebo ve formě fólií, je ve vybraných simulovaných fyziologických 
prostředích stabilní. Díky tomu je možné uvažovat o využití PHA materiálů 
v biomedicínských aplikacích vyžadujících stabilní vlastnosti materiálu, jako jsou 
například implantáty nebo transportní systémy pro biologicky aktivní látky 
s dlouhou dobou cirkulace. Naopak se zdá, že PHA nebude možné využít 
v aplikacích vyžadujících rychlou biodegradabilitu materiálu ve fyziologickém 
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prostředí, jako jsou například samo-vstřebatelné stehy, biodegradabilní transportní 
systémy nebo skafoldy.   
 
 Druhá část experimentální práce se zabývala mikrobiální degradací 
modifikovaných PHA materiálů s ohledem na jejich možný environmentální dopad. 
Nejprve byla testována biodegradabilita fólií kompozitních materiálů obsahující 
jednak nemodifikovaný PHB a chlorovaný PHB. Testované kompozity obsahovaly 
různé procentuální množství chlorovaného polymeru (0%, 1%, 5%, 10% a 20%). 
Pro studium degradace byla použita směsná termofilní kultura a bakterie Delftia 
acidovorans. Z naměřených hodnot absorbancí (stanovení zákalu) byly sestrojeny 
růstové křivky. Fólie bez chlorovaného podílu mírně podporovala růst směsné 
termofilní kultury i bakteriální kultury v porovnání s kotrolou, s rostoucím obsahem 
chlorovaného materiálu však fólie vykazovaly spíše inhibiční efekt. Je možné, že 
některé degradační produkty chlorovaného materiálu (ať už abiotické nebo biotické 
degradace) mají toxický charakter, což částečně inhibuje růst kultury. Dále byla 
sledována hmotnost fólií před a po kultivaci. Souběžně s kultivacemi byly 
provedeny abiotické kontroly, které sloužily k posouzení, zdali přítomná kultura 
měla vliv na degradaci fólií či nikoliv. Největší relativní hmotnostní úbytek 
v případě směsné termofilní kultury (25,9%) byl pozorován u 20% PHB-Cl fólie.  
U ostatních typů fólií se došlo k mírnému nárůstu jejch hmotnosti. Nejyšší míra 
degradace v přitomnosti bakteriální kultury byla pozorována u fólie obsahující 10% 
chlorovaného PHB (31%) přičemž hmotnostní ztráty při abiotické kontrole byly  
u tohoto materiálu spíše nízké (cca 4% hmotnostního úbytku). Je tedy možné 
předpokládat, že bakteriální kultura se podílela na rozkladu tohoto materiálu 
významnou měrou. 
 
 Další část tohoto experimentu byla zaměřena na biodegradaci PHB fólií 
modifikovaných pomocí plastifikátorů. Jako vzorky zde byly použity  
poly(3-hydroxybutyrát) (PHB), poly(3-hydroxybutyrát-co-3-valerát) (PHBV, obsah 
3HV 4 mol%), CE-43 (tento materiál byl připraven aditivací PHB komerčním 
plastifikátorem), CE-46 (vzorek připravený z PHB aditivací plastfikátoru a bělícího 
činidla) a 4-1000P (komerčně dostupný vzorek PHB). Z výsledných hodnot 
absorbancí a stanovení růstových křivek lze konstatovat, že přítomnost CE-43  
a 4-1000P růst biomasy směsné termofilní kultury výrazně ovlivňovaly, hodnoty 
absorbancí byly místy až 3krát vyšší v porovnáním s ostatními kultivacemi.  
Je možné, že důvodem byla nižší krystalinita a tedy vyšší bioavalibilita materiálů 
modifikovaných plastifikátory.  
 
 Nejvyšší růst biomasy Delftia acidovorans byl zaznamenán u vzorků PHB, PHBV 
a 4-1000P, růst biomasy na vzorcích CE-43 a CE-46 byl o poznání nižší. Z těchto 
výsledků lze konstatovat, že biodegradabilita materiálů nezáleží jen na strukturních 
vlastnostech materiálu a na morfologii povrchu, ale důležitou roli hraje také 
přítomná mikroflóra, kdy různé mikrobiální systémy vykazují rozdílnou afinitu 
vůči testovaným biodegradabilním materiálům. Důležitá je pak skutečnost, že 




 Největší relativní hmotnostní úbytek u obou kultur byl zaznamenán u PHB, 
konkrétně 2,3% u bakterie Delftia acidovorans a zhruba 2,6% u směsné termofilní 
kultury. Hmotnostní ztráty při abiotické kontrole byly u PHB přibližně stejné. 
Stejný trend byl zaznamenán i u ostatních druhů materiálů. Výjímku zde 
představoval vzorek 4-1000P, u kterého nedošlo k žádnému hmotnostnímu úbytku 
jak v případě použití termofilů, tak v případě bakteriální kultury, ani v případě 
abiotické kontroly. Je pravděpodobné, že výraznější hmotnostní úbytek by byl 
pozorovatelný až při delší inkubaci materiálů v prostředí s vysokou biologickou 
aktivitou, nicméně dlouhodobé biodegradační testy nebyly obsahem této diplomové 
práce. Byl také snanovena depolymerázová aktivita v médiu při kultivaci  
D. acidovorans. Nejvyšší aktivita (2,64 U/ml) byla zaznamenána v médiu  
s obsahem nemodifikovaného PHB. Obecně lze řící že depolymerázová aktivita 
v kultivačním médiu s ohledem k testovanému materiálu sleduje trend růstu.  
 
 Biodegradabilní polymery by v blízké budoucnosti mohly plně nahradit syntetické 
plasty, které jsou v přirozeném prostředí jen těžko odbouratelné, proto je 
biodegradebilita polymerních materiálů v posledních letech velmi diskutovaným  
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